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PRESENTACIÓN
controladas, ausencia de microorganismos asociados, nutrición 
IFUFSPUSØmDBZFOSFDJQJFOUFTEFQMÈTUJDPPWJESJPRVFIBTJEPVUJMJ[BEPFO
muchos aspectos del desarrollo agrícola y la investigación vegetal.
El establecimiento exitoso de plantas, o partes de estas, ha permitido 
desarrollar técnicas alternativas de manejo agronómico que han 
revolucionado los sistemas de producción agrícola, y en algunos casos 
ha posibilitado la aplicación de ciertos métodos que sin el desarrollo de 
protocolos de cultivo in vitro sería imposible ejecutarlos. La micropropagación 
de plantas permite la propagación clonal masiva de plantas en espacios 
reducidos y obteniendo tasas de multiplicación inimaginables bajo 
condiciones normales de multiplicación de propágulos asexuales, la 
QSPQBHBDJØOFmDJFOUFEFQMBOUBTRVFOPQSPEVDFOTFNJMMBTZMBPQPSUVOJEBE
de producir plantas sanas a partir de material infectado con contaminantes 
sistémicos. El cultivo de protoplastos facilita la inserción de moléculas o 
componentes en el citoplasma celular que son imposibles de introducir en 
tejidos o células intactas. El cultivo de porciones caulinares, células de callo 
o embriones somáticos facilita el almacenamiento de recursos genéticos 
FODPOEJDJPOFTFmDJFOUFTEFFTQBDJPDPOVOBNBZPSTFHVSJEBEFODPOUSB
de deterioros naturales y amenazas ambientales. Las mismas estrategias 
ofrecen la posibilidad de convertirse en fuentes alternas de generación 
EF WBSJBCJMJEBE HFOÏUJDB FO FTQFDJFT DPO EJmDVMUBEFT QBSB FWPMVDJPOBS
por métodos tradicionales de mejoramiento vegetal y la posibilidad de 
regenerar plantas a partir de células de forma individual es condición 
indispensable para recuperar plantas que se originan por procedimientos 
de transformación genética.
El cultivo de tejidos vegetales  es una técnica biotecnológica que comprende 
el mantenimiento de plantas o componentes de estas en condiciones 
ambientales 
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El presente texto ofrece una mirada integral de la ciencia del cultivo de 
tejidos vegetales abarcando desde la evolución de las técnicas de los 
pioneros que iniciaron en ausencia de técnicas asépticas, pasando por las 
necesidades logísticas para su implementación actual, enfatizando en los 
GVOEBNFOUPTCJPMØHJDPTZQSPDFEJNFOUBMFTEFDBEBUÏDOJDBZFTQFDJmDBOEP
las ventajas y limitantes para la aplicación en agricultura, con lo cual espera 
convertirse en una referencia para estudiantes, docentes, empresarios y 
DJFOUÓmDPTEFFTUBNBSBWJMMPTBÈSFBEFMBCJPUFDOPMPHÓBWFHFUBM
                                                                                                EL AUTOR
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1.  PREHISTORIA E HISTORIA DEL CULTIVO DE
TEJIDOS VEGETALES
 
 &MDVMUJWPJOWJUSPEFUFKJEPTWFHFUBMFTTFEFmOFDPNPFMDSFDJNJFOUP
aséptico de plantas, o partes de estas, en recipientes de vidrio 
P QMÈTUJDPT DPO NFEJPT EF DVMUJWPT BSUJmDJBMFT Z NBOUFOJEBT FO
condiciones controladas de luz y temperatura. Este conjunto de 
técnicas tuvo el desarrollo mas acelerado hacia mediados del siglo 
XX como resultado de los trabajos que permitieron el empleo de una 
gran variedad de medios de cultivo suplementados con hormonas 
TJOUÏUJDBT Z MPT BWBODFT FO FM NBOFKP mTJPMØHJDP EF MBT QMBOUBT
madres. A pesar de los avances relativamente recientes, las bases 
QBSB FTUF HSBO EFTBSSPMMP UFDOPMØHJDP DPNFO[BSPO B FEJmDBSTF
cientos de años atrás. En esos inicios, los pioneros del cultivo de 
UFKJEPT OP DPOUBSPO DPO JOTVNPT DPNP UÏDOJDBT NJDSPCJPMØHJDBT
FRVJQPTQSFDJTPTEFNFEJDJØOPTVQMFNFOUPTTJOUÏUJDPTNPEFSOPT
MPDVBMIBDFNÈTTJHOJmDBUJWPTVTBQPSUFT
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1.1  El primer cultivo de tejidos
 El primer reporte conocido de un cultivo de tejidos vegetales fue 
consignado por Henri-Louis Duhamel du Monceau, Agrónomo e 
inspector general de la marina francesa (Arditi, 2008). En su larga obra, 
Du Monceu publicó experimentos relacionados con la circulación 
de savia en las plantas, injertos y cicatrización de heridas. En una 
de sus anotaciones describe como al remover un pequeño anillo 
de corteza de un Olmo, se observaba el crecimiento de un tejido 
amorfo que ayudaba a la cicatrización de la herida. La descripción 
que hizo Du Monceau del tejido sería mas tarde entendido como el 
callo formado por masas de células indiferenciadas que crecen de 
NBOFSBEFTPSHBOJ[BEBFJOEFmOJEB
1.2  La teoría celular y totipotencia
 Los trabajos realizados por Matthias Schleiden relacionados con la 
observación microscópica de tejidos vegetales, le permitió formular 
la teoría celular (Schleiden, 1838). En su tesis, conceptuó que la 
célula vegetal constituía la unidad básica, común y estructural de 
todas las plantas. Posteriormente, Theodor Schwann formularía 
MB NJTNB UFPSÓB SFMBDJPOBEB DPO BOJNBMFT VOJmDBOEP MBT CBTFT
celulares en ambos organismos (Schwann, 1939).
 &M DPODFQUP EF UPUJQPUFODJB EFSJWBEP EF MB UFPSÓB DFMVMBS BmSNB
RVF UPEB DÏMVMB DPOUJFOF MB JOGPSNBDJØO TVmDJFOUF Z OFDFTBSJB QBSB
regenerar otras células e incluso el organismo entero. Este concepto 
JOnVZØOPUBCMFNFOUFFO MPT USBCBKPTDJFOUÓmDPTTVDFTJWPT MPTDVBMFT
orientaron todos sus objetivos en la búsqueda de probar la teoría celular.
1.3  El primer cultivo in vitro
 El primer cultivo de tejidos vegetales utilizando un medio de cultivo 
como sustrato y desarrollado dentro de recipientes de vidrio, fue obra 
del botánico alemán Gottlieb Haberlandt (Gautheret, 1985) (Figura 
1). El experimento consistió en el aislamiento de células individuales 
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de tejidos foliares del parenquima empalizade, seguido del 
establecimiento de las mismas en medios de cultivo suplementados 
con glucosa. A pesar de las condiciones tecnológicas de la época, 
Haberlandt mantuvo sus cultivos libres de contaminación y observó 
un aumento en el volumen de las células, pero la división de las 
mismas no se llevó a cabo y con el tiempo murieron.
 "MmOBMEFTVWJEBQSPGFTJPOBMZEFKBOEPBVOMBEPTVQFOTBNJFOUP
dogmático, Haberlandt humildemente reconoció la selección 
equivocada de sus tejidos (células individuales altamente 
diferenciadas) y enfatizó en la necesidad de conocer los 
requerimientos nutricionales de las células para poder inducir la 
división y multiplicación de estas.
1.4  Crecimiento de tejidos in vitro
 El primer avance en la proliferación de tejidos vegetales en 
condiciones in vitro fue fruto del trabajo de W. J. Robbins y Kotte de 
forma separada, pero en periodos de tiempo simultáneos (Robbins, 
,PUUF

 Ambos investigadores establecieron meristemos radicales de 
plantas de maíz en condiciones in vitro, basándose en la posibilidad 
Figura 1. Busto de Gottlieb Haberlandt en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de 
la Universidad de Ciencias Agrícolas en Bengaluru, India.
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de que los tejidos meristemáticos crecieran con mayor rapidez que 
otros tejidos. Al principio, los tejidos crecieron en presencia de 
medios suplementados con extracto de levaduras, glucosa y otros 
DPNQVFTUPTOJUSPHFOBEPTTJOFNCBSHPDPOFMUJFNQPFMDSFDJNJFOUP
disminuyó, se presentó un deterioro progresivo y fenolización que 
mOBMNFOUFDBVTØMBNVFSUFEFMPTNJTNPT
 Las evaluaciones posteriores determinaron que la falta de 
transferencias a medios frescos y el uso de una especie 
monocotiledona de naturaleza recalcitrante al cultivo in vitro 
DPOUSJCVZFSPO B FWJUBS FM DSFDJNJFOUP JOEFmOJEP EF MPT UFKJEPT
establecidos.
&XOWLYRLQGHÀQLGR
 Tomando como base el trabajo de Robbins y Kotte, Phillip White 
MPHSØFMQSJNFSDVMUJWP JOEFmOJEPEF UFKJEPTFODPOEJDJPOFT JOWJUSP
(White, 1934). 
 Habiendo analizado los reportes de sus antecesores, White cambió 
de especie y, en lugar de maíz, utilizó meristemos radicales de tomate, 
MPTDVBMFTUSBOTmSJØEFGPSNBQFSJØEJDBBNFEJPTEFDVMUJWPOVFWPT
de la misma formulación. Esta estrategia le permitió alcanzar el éxito 
RVFGVFFTRVJWPBTVTQSFEFDFTPSFTSFBmSNBOEPMBOFDFTJEBEEF
MBTUSBOTGFSFODJBTQFSJØEJDBTBNFEJPOVFWPZMBEJmDVMUBEEFUSBCBKBS
in vitro con especies monocotiledoneas.
 Resulta interesante anotar que el trabajo de White en el Instituto 
Rockefeller consistió en encontrar las condiciones para perpetuar 
la infección de virus vegetales en tejidos in vitro, lo cual obtuvo 
exitosamente. Sin embargo, en varias oportunidades notó la 
presencia de tejidos sanos obtenidos a partir de otros infectados. 
Las observaciones más detalladas, le permitieron constatar que al 
aislar y cultivar solamente la zona meristemática del apice radical, 
los nuevos tejidos crecían sin la presencia del virus, y para conservar 
la infección era necesario tomar dicha zona asociada con mayor 
17
cantidad de tejido proximal (basal). Esta observación fue la base 
para explicar mas tarde la técnica de cultivo de meristemos utilizada 
para la eliminación de partículas virales y otros patógenos sistémicos.
1.6  Micropropagación 
 La primera aplicación comercial de las técnicas de cultivo de 
tejidos resultó de la publicación de Ernest Ball relacionada con la 
propagación sostenida de plantas in vitro (Ball, 1946). El trabajo 
DPOTJTUJØFOMBJEFOUJmDBDJØOEFNFSJTUFNPTBQJDBMZBYJMBSDPNPMPT
explantes ideales para desarrollar una planta completa. Este avance 
vino a convertirse en el método de micropropagación a partir de 
explantes con meristemos pre-existentes, el cual es el mas utilizado 
en la micropropagación comercial moderna para la producción 
masiva de plantas en condiciones in vitro.
&XOWLYRLQGHÀQLGRGHFDOOR
 -PTBWBODFTNBTTJHOJmDBUJWPTFOFMDVMUJWPEFDBMMPTGVFSPOQVCMJDBEPT
de forma independiente y simultanea por Pierre Nobercourt, Philip 
8IJUFZ3PHFS(BVUIFSFUI	/PCFSDPVSU(BVUIFSFU8IJUF
1939). Nobercourt utilizó explantes consistentes de discos de raíces 
de zanahoria, mientras que White estableció tejidos originados en 
tumores de un híbrido de Nicotiana glauca x /JDPUJBOBMBOHTEPSGmJ. 
Además de utilizar explantes de zanahoria, Gauthereth utilizó tejido 
cambial de diversas especies y observó el dinámico crecimiento 
EFÏTUPT$POFMmOEFNFKPSBS MBTQPTJCJMJEBEFTEFTVQFSWJWFODJB
y subcultivo de los tejidos adicionó por primera vez una hormona 
aislada (ácido indolacético) al medio de cultivo, lo cual incrementó 
la proliferación del callo inducido e inició una nueva era en el cultivo 
de tejidos vegetales in vitro.
1.8  Cultivo de meristemos y Agrobacterium tumefaciens 
 Los avances logrados por White en sus experimentos con raíces de 
tomate, fueron las bases del trabajo realizado por Georges Morel 
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quien fue uno de los primeros investigadores en trabajar in vitro con 
especies como orquídeas y vid (Morel, 1963).
 Morel desarrolló los métodos prácticos de aislamiento y cultivo de 
meristemos apicales para la obtención de plantas sanas a partir de 
material parental infectado con virus, especialmente en orquídeas. 
Para la época en que se realizaban estos estudios, una enfermedad 
caracterizada por la formación de tumores (agallas) en la corona de 
los tallos, y considerada en su momento un cáncer vegetal, centró la 
atención de muchos investigadores. Gracias a sus estudios,  Morel 
fue el primero en descubrir la presencia de opinas, unos metabolitos 
sintetizados por Agrobacterium tumefaciens, en los tumores 
desarrollados en las plantas y considerar el término transformación 
para explicar dicho fenómeno (Petit et al., 1970).
1.9  Citocininas y organogénesis
 La adición de agua de coco en los medios de cultivo y su efecto en 
la proliferación de los tejidos vegetales cultivados in vitro, interesó de 
manera particular a varios investigadores. Inicialmente se demostró 
el efecto inductor de crecimiento y multiplicación celular de la 
adenina en los tejidos vitro (Skoog y Tsui, 1948) y posteriormente, 
fue aislada la kinetina a partir de extractos de levadura sometidos a 
altas temperaturas mediante el autoclave (Miller et al., 1955). 
 El aislamiento previo de las auxinas, y ahora de las citocininas, dieron un 
JNQVMTPTJHOJmDBUJWPBMDSFDJNJFOUPEFMPTUFKJEPTFODPOEJDJPOFTJOWJUSP
EFNPTUSÈOEPTFEFGPSNBFYQFSJNFOUBMMBJOnVFODJBEFMBTQSPQPSDJPOFT
de auxinas y citocininas en la formación de órganos y crecimiento de 
callo a partir de cultivos de tabaco (Skoog y Miller, 1957).
1.10  Medios de cultivo
 El desarrollo de formulaciones que proporcionaran el medio de 
cultivo ideal para el crecimiento de los cultivos aislados y cultivados 
en condiciones in vitro fue un tema de gran actividad investigativa a 
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partir de la segunda mitad del siglo XX. Esto permitió el desarrollo de 
varias formulaciones para diferentes propósitos, la mayoría de estas 
basadas en cantidades relativamente bajas de sales. 
 Murashige y Skoog (1962) estudiaron de forma detallada los 
requerimientos minerales de cultivos celulares de tabaco, obteniendo 
una formulación con mayores cantidades de sales. El alto contenido 
de NO3 y NH4 permitió que los tejidos tuvieran tasas de crecimiento 
hasta 25 veces superiores a las obtenidas hasta ese momento con 
otras formulaciones. En la actualidad, el medio de Murashige y Skoog 
es el más utilizado en el cultivo de tejidos vegetales a nivel mundial.
1.11  Embriogénesis somática
 El primer reporte difundido acerca de la formación de embriones a 
partir de células somáticas en condiciones in vitro fue publicado por 
F. C. Steward, en el Congreso Botánico de Kiev en 1958, mostrando 
la formación de embriones a partir de suspensiones celulares de 
zanahoria (Steward et al., 1958).
 La publicación acerca de la embriogénesis somática causó gran 
controversia por tratarse de la primera vez que se conocía del 
desarrollo de embriones fuera del saco embrionario, considerado 
como el ambiente único para el crecimiento embriogénico. 
Posteriormente, se pudo comprobar que la formación de embriones 
somáticos fuera del saco embrionario había sido previamente 
lograda por Stevenson (1956) y Mahershwari y Rangaswamy (1956) 
a partir de tejidos nucelares de cítricos.
1.12  Se prueba la teoría celular
 La demostración de la teoría celular y el efecto de totipotencia, 
convertida en casi una obsesión, fue esquiva hasta pasada la 
primera mitad del siglo XX.
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 La errónea concepción inspirada en los trabajos de Haberland 
donde se consideró la posibilidad de que células aisladas pudieran 
dar origen a una planta completa fue descartada, promoviendo 
OVFWBTFTUSBUFHJBTRVFQFSNJUJFSPOJEFOUJmDBSFMPSJHFOEFVOBOVFWB
planta a partir de una célula en particular sin ser necesario que esta 
se encontrara en completo aislamiento. Vasil y Hildebrandt (1965), 
utilizando células del híbrido Nicotiana glutinosa x Nicotiana tabacum, 
utilizaron un sistema de separación mediante una membrana que 
evitaba el contacto directo de la célula individual con un grupo 
de células, sin evitar que los exudados de una y otra entraran en 
contacto (separación sin aislamiento). Este método determinó que 
el efecto de vecindad entre las células era determinante y que la 
totipotencia era una realidad incompatible con el aislamiento celular.
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2.  EL LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
 El cultivo de tejidos es la parte de la biotecnología aplicada a la 
QSPQBHBDJØOEFQMBOUBTZFTUVEJPEFMPTTJTUFNBTDFMVMBSFTWFHFUBMFT
en condiciones de estricto control de las condiciones ambientales, 
por lo que debe desarrollarse en sitios que garanticen ciertas 
condiciones ambientales denominados laboratorios.
 El laboratorio de cultivo de tejidos es una localidad en la cual se busca 
NPEJmDBSMBTDPOEJDJPOFTOPSNBMFTEFMV[UFNQFSBUVSBZIVNFEBE
y prevenir la presencia de agentes contaminantes. Adicionalmente, 
debe estar dotado con una serie de equipos y herramientas para ser 
VUJMJ[BEPTFOMBQSFQBSBDJØOEFNFEJPTEFDVMUJWPEFTJOGFTUBDJØOEF
NBUFSJBMFTZDSFDJNJFOUPEFQMBOUBTØSHBOPTPUFKJEPTWFHFUBMFT
 El proceso global que se lleva a cabo en un laboratorio de cultivo 
de tejidos consta de una secuencia jerárquica de operaciones que 
TFBSUJDVMBOQBSBFKFDVUBSVOQSPDFTPHMPCBMFOFMDVBMMBFmDBDJBZ
FmDJFODJBEFQFOEFOEFMBDPPSEJOBDJØODPORVFTFEFTBSSPMMFODBEB
una de las etapas o fases del mismo. Es por esto, que las áreas o 
secciones en las cuales se encuentra organizado un laboratorio de 
DVMUJWPEFUFKJEPTEFCFOFTUBSEJTUSJCVJEBTEFUBMGPSNBRVFFMnVKPEF
MBTBDUJWJEBEFTTFEFTBSSPMMFDPOFMQSPQØTJUPEFBMDBO[BSVOBNBZPS
FmDJFODJBEFDBEBVOBEFMBTBDUJWJEBEFTZEFMQSPDFTPFOHFOFSBM
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2.1  Áreas del laboratorio
 Área de dirección 
 Es el área destinada a la realización de actividades administrativas y 
académicas, donde se encuentran ubicadas preferencialmente las 
personas que dirigen el laboratorio y los investigadores asociados.
 &MÈSFBBENJOJTUSBUJWBEFCFFTUBSEPUBEBEFNPCJMJBSJPTEFPmDJOB
FRVJQPTEFDØNQVUPZTBMBEFKVOUBTEFCFFTUBSDPOFDUBEBDPOFM
área experimental, pero no ubicarse dentro de ésta, ya que en algún 
momento es posible contar con la presencia de personal ajeno a las 
actividades propias del laboratorio.
 Área de lavado y limpieza 
 La limpieza inadecuada de los recipientes y utensilios, así como la 
EJTQPTJDJØOEFmDJFOUFEFMPTEFTFDIPTDPOTUJUVZFOBMHVOBTEFMBT
principales fuentes de contaminación en las operaciones del cultivo 
de tejidos. Para favorecer una asepsia adecuada, todo laboratorio 
EFCFDPOUBSDPOVOÈSFBEFmOJEBQBSBSFBMJ[BSMBMJNQJF[BEFVUFOTJMJPT
ZIFSSBNJFOUBTZDPOUBSDPOVOTJTUFNBFmDB[QBSBMBEJTQPTJDJØO
mOBMEFMPTNBUFSJBMFTRVFQVFEBOHFOFSBSDPOUBNJOBDJØO
 El área de lavado y limpieza debe tener paredes y mesas construidas 
con materiales rígidos y lisos (enchapes, acero, etc.) para prevenir la 
acumulación de microorganismos, tener un suministro permanente 
de agua, contar con lavaderos y drenajes, recipientes cerrados para 
la disposición de desechos, contar con sitios que permitan el secado 
de la cristalería y demás materiales lavados.
 Área de preparación de medios de cultivo
 La preparación de medios de cultivo requiere del uso de equipos 
como balanzas, platos giratorios y potenciómetros, utensilios como 
beakers, tubos de ensayos, espátulas y barras giratorias, e insumos 
como sales, hormonas y reactivos.
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 Ciertos equipos, como el potenciómetro, deben ser calibrados 
diariamente, y anexo al sitio donde se ubica cada equipo debe 
encontrarse impreso el protocolo que debe seguirse para su utilización 
y el manual del fabricante para resolver cualquier inquietud. Los 
utensilios deben mantenerse limpios, guardados en sitios cerrados 
y ordenados en grupos comunes, mientras que los insumos y 
reactivos se deben almacenar en sitios cerrados protegidos de las 
altas temperaturas e impermeables a la alta humedad relativa.
 Es conveniente ubicar los insumos y reactivos en vitrinas cerradas y 
ordenarlos alfabéticamente, teniendo en cuenta que ácidos y bases 
EFCFO BMNBDFOBSTF TFQBSBEBNFOUF JHVBMNFOUF MPT DPNQVFTUPT
higroscópicos deben ubicarse en sitios secos distantes de los 
demás productos. Debido a los costos y las cantidades utilizadas, 
para los compuestos que requieran de refrigeración (reguladores 
de crecimiento, antibióticos, etc.) es preferible adquirirlos y 
almacenarlos en pequeñas cantidades para evitar pérdidas que se 
QVFEBOQSFTFOUBSQPSGBMMBTFOFMnVJEPFMÏDUSJDPPQPSWFODJNJFOUP
de viabilidad.
 $POFMmOEFNBOUFOFSVODPOUSPMQFSNBOFOUFEFMBTFYJTUFODJBTZ
FWJUBSQÏSEJEBTP JOTVmDJFODJBTBMHVOBTWFDFTDPO SFQFSDVTJPOFT
graves en los procesos, es necesario llevar un registro de inventario 
que indique no solamente las cantidades existentes de cada uno de 
los productos sino también sus características físico químicas y el 
sitio de almacenamiento.
 Área de esterilización
 Esta es el área donde se encuentran los equipos destinados a 
SFEVDJSTJHOJmDBUJWBNFOUFMPTDPOUBNJOBOUFTQPUFODJBMFTEFMNFEJP
EF DVMUJWP Z FYQMBOUFT"VORVF BMHVOBT WFDFT TF VUJMJ[B mMUSBDJØO
normalmente la esterilización de medios y utensilios se lleva a cabo 
en autoclaves, que generan altas temperaturas (120 ºC) y presiones 
(1.1 PSI) que son imposibles de soportar por los organismos vivos, 
complementado con colocación previa en estufa de secado (1 a 3 
horas a 200 ºC) de todos los elementos de vidrio y metálicos.
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 El área de esterilización debe tener una buena ventilación para 
contrarrestar las altas temperaturas generadas por el autoclave, en 
FMMBCPSBUPSJPDPOUBSDPOFTQBDJPTTVmDJFOUFTRVFQFSNJUBOMBMJCSF
movilidad y estar adecuada con mesas construidas con materiales 
resistentes al calor intenso.
 La adopción de un plan de mantenimiento preventivo que permita 
detectar de forma temprana fallas en conexiones eléctricas, fugas 
de agua o presión, y deterioro de partes, es indispensable para 
tener un buen funcionamiento de los equipos y reducir los riesgos 
de accidentes laborales.
 Área de producción
 Esta es la zona del laboratorio donde se llevan a cabo las labores de 
establecimiento de explantes y subcultivos que tienen como objetivo 
la multiplicación de plantas o tejidos vegetales.
 Las tasas de producción en cultivo de tejidos son una resultante de 
MBTFMFDDJØOEFVOFYQMBOUFFODPOEJDJPOFTmTJPMØHJDBTØQUJNBTFM
suministro de un medio de cultivo adecuado durante los estados de 
establecimiento y multiplicación, y la presencia de un ambiente libre 
de contaminantes. Para cumplir con este último requerimiento, el 
ÈSFBEFQSPEVDDJØOEFCFFTUBSEPUBEBDPODÈNBSBTEFnVKPMBNJOBS
las cuales proveen un ambiente de trabajo limpio como resultado de 
MBmMUSBDJØOEFMBJSFRVFFYQVMTB	'JHVSB

  
 "EFNÈT EF MB EFTJOGFTUBDJØO TVQFSmDJBM EFM FYQMBOUF JOJDJBM MBT
labores normales y rutinarias que se desarrollan en el área productiva, 
como son la apertura de recipientes, transferencias a medios frescos 
y manipulación directa de los tejidos, son las que presentan el mayor 
riesgo de contaminación el material vegetal in vitro. Es por esto que 
el área de producción debe ser una de las secciones con la mayor 
restricción para el tránsito de personas ajenas a las actividades que 
se realizan en esta área, y donde los protocolos de las técnicas 
estériles deben seguirse más estrictamente para lograr un buen 
funcionamiento.
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 El área de producción también debe estar dotada con recipientes 
para el depósito de desechos, sitios para colocar de forma 
NPNFOUÈOFB MPT SFDJQJFOUFT EFTEF EPOEF TF USBOTmSJFSPO MPT
cultivos, instalaciones eléctricas que permitan uso de equipos como 
CBMBO[BTZNJDSPTDPQJPTZUFOFSVOFTQBDJPTVmDJFOUFRVFGBDJMJUFFM
desplazamiento y la rápida evacuación.
 Área de crecimiento
 Es el área destinada a permitir el crecimiento y desarrollo de los 
tejidos después de haber sido establecidos en los medios de cultivo.
 Una vez subcultivado, el material vegetal debe ser colocado en 
condiciones ideales de luz y temperatura proporcionadas por 
sistemas controlados de iluminación y aire acondicionado. A pesar 
de que los cultivos en período de crecimiento deben ser disturbados 
lo menos posible, es preciso realizar monitoreos permanentes con 
FMmOEFJEFOUJmDBSQSPCMFNBTZFMJNJOBSDVMUJWPTDPOUBNJOBEPTQBSB
evitar la diseminación de microbios, por lo que el diseño de esta 
área debe garantizar el fácil desplazamiento del personal.
Figura 2. &TRVFNBEFVOBDÈNBSBEFnVKPMBNJOBS
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2.2  Medidas de seguridad
 Un laboratorio de cultivo de tejidos, además de ser un sitio diseñado 
para el manejo de componentes vegetales in vitro y la generación 
de nuevos conocimientos, es a la vez un sitio donde se encuentran 
depositados equipos que funcionan con altas temperaturas y altas 
QSFTJPOFT SFBDUJWPT JOnBNBCMFT Z NBUFSJBMFT RVF NBM NBOFKBEPT
representan grandes riegos para el funcionamiento y la salud humana.
 Para disminuir los riegos de accidentes y facilitar la evacuación en 
caso de presentarse alguna emergencia, se deben tomar las debidas 
QSFDBVDJPOFTRVFQFSNJUBOOPTPMPVONFKPSnVKPEFMBTPQFSBDJPOFT
sino también una rápida evacuación por parte del personal que en él 
se desempeña. Para cumplir con este propósito, las áreas de trabajo 
y operaciones deben diseñarse de tal forma que permitan procesos 
continuos con el menor grado de interferencia posible.
 Como medida de seguridad importante, cada área del laboratorio 
debe contar con al menos dos vías de salida para el personal. Las 
salidas de emergencia deben estar debidamente señalizadas y 
ser construidas en materiales que permitan su visualización aún en 
ausencia de luz.
 Todo laboratorio debe contar con kits de primeros auxilios y extintores 
de incendios. Para cada equipo se debe colocar en forma escrita, y 
claramente visible, el protocolo de manejo, disponer de canecas de 
deposición de residuos en sitios estratégicos, almacenar los vidrios 
rotos y materiales cortantes en recipientes separados y debidamente 
rotulados, y realizar mantenimientos preventivos periódicos a los 
equipos.
 En horas no laborales, se deben mantener apagadas las luces y 
equipos que no se encuentren en uso, y es preciso para el buen 
funcionamiento del laboratorio, restringir la entrada y circulación de 
personas ajenas a las actividades del mismo.
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2.3  Equipos, utensilios y reactivos básicos necesarios
Equipos: 
- Autoclave
- Horno microondas
- Estufa de secado
- Medidor de pH
- Plato giratorio
 $ÈNBSBTEFnVKPMBNJOBS
- Micropipetas
- Balanzas
- Termómetro
 %FTUJMBEPSPmMUSPEFBHVB
- Microscopio
- Agitador orbital
- Medidor de humedad 
relativa
- Aire acondicionado
Utensilios: 
- Cristalería
- Pinzas quirúrgicas
- Espátulas
- Guantes
- Barras magnéticas
- Soportes
- Marcadores
- Bisturís
- Cuchillos
- Tabla de cortar
- Tijeras
Reactivos: 
- Sales minerales
- Reguladores de 
crecimiento
- Ácidos
- Bases
- Agentes gelatinizantes
- Vitaminas
- Azucares
- Reguladores osmóticos
- Antibióticos
- Hormonas
28
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3.  TÉCNICA ESTERIL EN CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
 -BBTFQTJBFTVOBDPOEJDJØOOFDFTBSJBQBSBFMÏYJUPEFMFTUBCMFDJNJFOUP
y desarrollo de los cultivos vegetales en condiciones in vitro.
 Las condiciones del ambiente en el que se encuentran los cultivos, 
como son los altos niveles de humedad relativa dentro del recipiente, 
fácil disponibilidad de nutrientes en el medio, ausencia de agentes 
BOUBHØOJDPT Z GBMUB EF BJSFBDJØO GBWPSFDFO FM DSFDJNJFOUP SÈQJEP
EF DVBMRVJFS JOØDVMPNJDSPCJBOP QPS FTUB SB[ØO MB QSFTFODJB EF
una mínima cantidad de agentes contaminantes puede terminar 
causando la pérdida parcial o total del tejido vegetal cultivado.
 Aunque las contaminaciones por microbios pueden aparecer en 
cualquier fase del proceso de cultivo de tejidos, estas son mas 
GSFDVFOUFNFOUF DBVTBEBT QPS GBMMBT FO MB NBOJQVMBDJØO EVSBOUF
FM QSPDFTPEFFTUBCMFDJNJFOUPEF MPT FYQMBOUFTFOFMNFEJP6OB
DPOUBNJOBDJØO FO DPOEJDJPOFT JO WJUSP QVFEF SFTVMUBS FO VOB
DPMPOJ[BDJØO SÈQJEB RVF TFB FWJEFOUF FO QPDPT EÓBT EFTQVÏT EF
FTUBCMFDJEP FM DVMUJWP P QVFEF UFOFS VOBNBOJGFTUBDJØO MFOUB RVF
puede detectarse en varios días e incluso meses después del 
FTUBCMFDJNJFOUPEFMFYQMBOUF
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3.1  Tipos de contaminantes en el cultivo in vitro
 Las plantas en su condición de crecimiento natural tienen asociadas 
VOGBVOBZnPSBNJDSPCJBOBDPOMBDVBMJOUFSBDUÞBOTJOWFSTFBGFDUBEP
TVEFTBSSPMMPQPSFMDPOUSBSJPBMHVOPTNJDSPCJPTEFOUSPEFMPTRVFTF
FODVFOUSBODJFSUBTCBDUFSJBTBDUÞBODPNPBHFOUFTFOEPGÓUJDPTCFOÏmDPT
asociados al sistema vascular de la planta. Sin embargo, en condiciones 
de cultivo in vitro, estos microbios se convierten en contaminantes o 
agentes facilitadores de contaminación para los explantes.
 Dentro de los organismos contaminantes más comunmente asociados 
con los cultivos in vitro se encuentran las bacterias, los hongos, los 
WJSVTSJDLFUUTJBTZmUPQMBTNBTZBMHVOPTBSUSØQPEPT	$BTTFMT

 Bacterias
 Son los mas comunes entre los microbios contaminantes de tejidos 
vegetales en condiciones in vitro. Algunos de los géneros de bacterias 
vitropatógenas con mayor incidencia son Acinbacter, Agrobacterium, 
Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter, Lactobacillus, 
Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona (Agrios, 2005).
 Los síntomas más comunes de la contaminación bacterial en los 
tejidos vegetales son la muerte completa del explante, crecimiento 
desuniforme, necrosis localizadas, bajas tasas de multiplicación en 
brotes axilares y baja capacidad de enraizamiento. Generalmente, 
MBDPOUBNJOBDJØODPOCBDUFSJBTQVFEFJEFOUJmDBSTFQPSMBQSFTFODJB
de manchas de aspecto acuoso y coloración variada en el tejido 
vegetal, turbidez en medios líquidos y por la presencia de colonias 
que crecen en forma circular sobre medios semisólidos.
 Hongos
 Los hongos son microorganismos que generalmente actúan como 
contaminantes externos de los explantes, aunque algunos se 
encuentran asociados con el sistema vascular.
31
 Los géneros más comunes de hongos que actúan como contaminantes 
de cultivos in vitro son Aspergillus, Candida, Cladosporium, 
Penicillium y Saccharomyces, este último conocido como levaduras. 
Sus contaminaciones se caracterizan por el crecimiento micelial que 
rápidamente cubre el explante resultando en la muerte rápida de los 
tejidos, aunque la presencia de levaduras puede confundirse con 
contaminaciones de tipo bacterial (Carlile et al., 2001) (Figura 3).
 5LWNHWVLDV\ÀWRSODVPDV
 -BTSJDLFUUTJBTZMPTmUPQMBTNBTTPOUJQPTQBSUJDVMBSFTEFCBDUFSJBT
que pueden causar enfermedades en organismos vegetales. Las 
rickettsias se caracterizan por ser inmóviles, mientras que los 
mUPQMBTNBTDBSFDFOEFQBSFEDFMVMBS"NCPTQVFEFOBDUVBSDPNP
patógenos externos o sistémicos, y son generalmente inoculados en 
la planta por insectos vectores (Agrios, 2005).
 -PT TÓOUPNBT EF DPOUBNJOBDJØO QPS SJDLFUUTJBT Z mUPQMBTNBT FO
tejidos vegetales in vitro son amarillamiento de las hojas, reducción 
EFMUBNB×PEFMPTØSHBOPTZnBDJEF[EFMPTUFKJEPT
Figura 4. Crecimiento micelial de hongos en cultivo de tejidos.
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 Virus y viroides
 -PTWJSVTTPOOVDMFPQSPUFÓOBTmUPQBUØHFOBTNJFOUSBTRVFMPTWJSPJEFT
son pequeñas cadenas de ARN sin proteínas asociadas que pueden 
causar enfermedades en las plantas. Ambos se desplazan dentro de 
las plantas a través de los conductos vasculares y necesitan de una 
célula hospedera para llevar a cabo sus funciones básicas (Suárez 
y Jaraba, 2004).
 Las contaminaciones ocasionadas por estos microorganismos no 
TPOFMJNJOBEBTDPO MBEFTJOGFTUBDJØO TVQFSmDJBM EF MPT FYQMBOUFT
y los síntomas más comunes de estas son hojas amarillentas, 
presencia de mosaicos en la lámina foliar, crecimiento lento y baja 
capacidad de enraizamiento.
 Artrópodos
 Varios arácnidos, como los ácaros y trips, e insectos, como las 
hormigas, pueden llegar a convertirse en problemas para el 
mantenimiento de las condiciones de asepsia en los cultivos de 
tejidos in vitro (Matthews, 1981).
 Los ácaros son transportados por el viento y fácilmente introducidos 
en el laboratorio a través de los sistemas de aire acondicionado, 
mientras que la presencia de comida y desechos orgánicos en el 
laboratorio favorece la presencia de hormigas. Tanto los ácaros 
como las hormigas actúan como transportadores de esporas de 
hongos hacia el interior de los cultivos in vitro.
3.2  Fuentes de contaminación
 Las fuentes de contaminación son aquellas que sirven como vehículo 
para que los agentes contaminantes lleguen al cultivo in vitro, siendo 
las más frecuentes el material vegetal, el aire y el operario.
 Material vegetal
 .VDIPTNJDSPCJPTFJOTFDUPTTFFODVFOUSBOFOMBTVQFSmDJFEFMBT
plantas sin afectar su crecimiento y desarrollo, e incluso en algunos 
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casos favoreciendo el desempeño vegetal. Sin embargo, una vez en 
contacto con las condiciones in vitro se convierten en vitropatógenos.
 La mayoría de los microorganismos se localizan en pequeñas 
cavidades de la corteza de los tallos y órganos donde se hace 
más difícil la penetración de las soluciones desinfectantes y 
consecuentemente su eliminación. Adicionalmente, algunas plantas 
tienen microbios asociados a su sistema vascular, que hacen aún 
más complicado el proceso de desinfestación.
 Aire
 El aire en condiciones normales mantiene suspendidas partículas 
de polvo, esporas de hongos, bacterias, ácaros y otros agentes 
RVFTPODPOUBNJOBOUFTQPUFODJBMFT&TUPTJHOJmDBRVFQBSBFWJUBSMB
presencia de estos factores al interior de los cultivos, es necesario 
contar con un mecanismo que proporcione una buena calidad del 
aire para disminuir los riesgos por contaminación.
 Trabajador u operario
 "M JHVBM RVF MBT TVQFSmDJFT WFHFUBMFT MB QJFM IVNBOB UJFOF VOB
nPSBBTPDJBEBRVFJOUFSBDUVBDPOMBTDÏMVMBTEFMBFQJEFSNJTZRVF
pueden llegar a contaminar los cultivos in vitro. Adicionalmente, el 
proceso de renovación de la piel hace que del cuerpo humano se 
desprendan células muertas que pueden llevar consigo agentes 
externos, los cuales al entrar en contacto con el cultivo in vitro 
desarrollan contaminaciones.
 La indebida realización de las manipulaciones es una segunda 
forma mediante la cual el operario puede actuar como una fuente 
de contaminación. Dentro de las fallas más comunes  se encuentran 
la utilización de utensilios contaminados, vociferación durante la 
realización de subcultivos, indebida colocación de herramientas y 
UFKJEPTEFOUSPEFMÈSFBEFUSBCBKPDBMFOUBNJFOUPJOTVmDJFOUFEFMBT
pinzas y bisturíes para el manejo de las muestras y el subcultivo de 
tejidos contaminados.
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3.3  Técnica estéril
 La técnica estéril consiste en la aplicación de una serie de medidas 
que buscan reducir la presencia de todos los factores capaces de 
causar contaminaciones en los cultivos en condiciones in vitro (Kyte 
y Klein, 2003).
 Cada fuente de contaminación tiene un componente de la técnica 
FTUÏSJM RVF TF BQMJDB EF GPSNB FTQFDÓmDB QBSB FWJUBS TV QPTJCMF
incidencia en el proceso. La aplicación general de la técnica estéril 
involucra el uso de agentes químicos, procedimientos de manejo y 
calibración de equipos utilizados en el cultivo de tejidos vegetales.
 'HVLQIHVWDFLyQVXSHUÀFLDO
 &TUFDPNQPOFOUFEFMBUÏDOJDBFTUÏSJMFTUÈFTQFDÓmDBNFOUFEJSJHJEP
a eliminar la incidencia de agentes contaminantes presentes en la 
TVQFSmDJFEFMPTUFKJEPTPFYQMBOUFT
 La disminución de contaminantes externos se inicia previo a el 
aislamiento de los explantes, mediante tratamientos que se aplican 
a la planta madre. Este manejo constituye el estado 0 dentro del 
proceso de micropropagación y está conformado por estrategias 
como el mantenimiento de las plantas madres en locales cerrados, 
BQMJDBDJØOEFDPOUSPMFTmUPTBOJUBSJPTQFSJØEJDPTVTPEFBOUJCJØUJDPT
y cosecha de explantes preferiblemente en época seca.
 Inicialmente, los propágulos seleccionados deben ser enjuagados 
con abundante agua para remover las partículas de polvo y otros 
FMFNFOUPT BOUFT EF QSPDFEFS B EFTJOGFDUBSMPT TVQFSmDJBMNFOUF
La solución desinfectante se prepara con productos químicos de 
baja toxicidad para la planta, pero efectivos en la eliminación de 
microbios. Los desinfectantes más ampliamente utilizados son los 
iones de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio, y el etanol. Los 
primeros deben su acción desinfectante (sobre todo bactericida) a 
su capacidad oxidante por el contenido de cloruro presente en sus 
moléculas.
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 El hipoclorito de sodio tiene una presentación líquida y es sensible a 
la luz, se utiliza en concentraciones que van desde 0.5 a 5% (vol:vol) 
con tiempos de exposición comprendidos entre 5 y 30 minutos 
EFQFOEJFOEPEFMUFKJEPBEFTJOGFDUBSNJFOUSBTRVFFMIJQPDMPSJUPEF
calcio es un polvo mojable que una vez disuelto en agua debe ser 
mMUSBEPZVTBEPJONFEJBUBNFOUF&TUFTFVUJMJ[BFODPODFOUSBDJPOFT
FOUSF  B  DPO UJFNQPT EF FYQPTJDJØO  B  NJOVUPT TJO
FNCBSHPTVNFOPSFmDJFODJBZNBOFKPNÈTDPNQMJDBEPIBDFORVF
sea menos utilizado que el hipoclorito de sodio (Avila, 2004).
 El etanol es el más usado entre los alcoholes, aunque su uso 
individual como desinfectante no proporciona los mejores 
resultados. La inmersión rápida de los explantes en etanol, previo 
B MBEFTJOGFTUBDJØO TVQFSmDJBM BZVEBB SFNPWFS SFTJOBT USJDPNBT
y cutícula, contribuyendo a mejorar los efectos de la solución 
desinfectante a base de los iones de hipoclorito. Los alcoholes 
TPOUBNCJÏOEFHSBOVUJMJEBEQBSBMJNQJBSMBTTVQFSmDJFTEFUSBCBKP
y herramientas ayudando con esto a disminuir la presencia de 
microbios y posibles contaminantes (Singha et al., 1987).
 Indexación
 La indexación consiste en realizar pruebas a las plantas madres 
DPOFMmOEFEJBHOPTUJDBSMBQSFTFODJBPBVTFODJBEFDPOUBNJOBOUFT
sistémicos asociados con sus tejidos, permitiendo con esto reducir 
las probabilidades de introducir material vegetal infectado en los 
cultivos in vitro (Klopmeyer, 1996).
 La indexación puede aplicarse por diferentes métodos que van a 
depender del tipo de planta y del microorganismo que se desea 
detectar. Una de las formas más efectivas consiste en tomar porciones 
de órganos de la planta a indexar y establecerlos en medios de cultivo 
DVZB GPSNVMBDJØO FT FTQFDÓmDB QBSB GBWPSFDFS FM DSFDJNJFOUP EF
determinados microbios. Los resultados de esta prueba generalmente 
son rápidos y fácilmente detectables para el caso de infecciones con 
hongos y bacterias (Oglevee-O´Donovan, 1993).
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 El uso de plantas indicadoras es un método utilizado para diagnosticar 
la presencia de algunas enfermedades de origen viral o viroidal. Esta 
consiste en injertar porciones de la planta a indexar en el tallo de una 
planta sensible sintomáticamente a la infección. Cuando la planta 
indicadora muestra los síntomas típicos de la infección, el resultado 
FTDPODMVZFOUFTJOFNCBSHPMBBVTFODJBEFTÓOUPNBTOPFTEFmOJUJWP
para descartar la contaminación debido a que existe la posibilidad 
que se trate de una infección asintomática (Schnell et al., 2001).
 El uso de microscopios electrónicos de alta resolución han sido 
JHVBMNFOUF VUJMJ[BEPT FO MB EFUFDDJØO EF QBSUÓDVMBT WJSBMFT TJO
FNCBSHPFTUBQSVFCBFTFmDB[DVBOEPMBJOGFDDJØOFTUÈQSFTFOUF
en niveles relativamente altos, mientras que la observación de virus 
en bajas concentraciones y viroides es  prácticamente imposible.
 Un tercer método utilizado en la detección de agentes virales en 
plantas es a través del método serológico de la técnica de ELISA, 
la cual permite detectar la presencia de una determinada infección 
viral con base en la presencia de anticuerpos desarrollados 
FTQFDÓmDBNFOUFQBSBBTPDJBSTFBMBQSPUFÓOBEFMBDVCJFSUBEFMWJSVT
(Gugerli, 1992). A pesar de su lentitud, y requerir de un gran número 
de manipulaciones, ELISA ha sido de gran utilidad en el diagnóstico 
EFDJFSUPTWJSVTWFHFUBMFTTJOFNCBSHPTVBQMJDBDJØOFTJOFmDB[FO
la detección de viroides, ya que estos no tienen cubiertas proteicas 
ni tampoco sintetizan proteínas (Suárez et al., 2004).
 Los métodos de indexación más efectivos para el diagnóstico 
de enfermedades en plantas son los que se basan en técnicas 
moleculares para detección de ácidos nucleicos. Estos involucran la 
FYUSBDDJØOZBOÈMJTJTEF"%/P"3/EFQBUØHFOPTFTQFDÓmDPTRVF
se encuentren asociados los tejidos vegetales.
 Las técnicas moleculares de indexación más utilizadas son PCR 
(Polymerase Chain Reaction) y RT-PCR (Transcripción Reversa de 
PCR), las cuales, debido a su alta sensibilidad para detectar incluso 
infecciones leves y facilidad de automatización, constituyen los 
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NÏUPEPTNÈTSÈQJEPTZEFNBZPSFmDBDJBQBSBMBJEFOUJmDBDJØOEF
contaminantes presentes en plantas (Suárez et al., 2005).
 Cultivo de meristemos
 Aunque la eliminación de contaminantes sistémicos presentes en 
tejidos vegetales es prácticamente imposible mediante la aplicación 
de técnicas convencionales de desinfestación, existen algunas 
estrategias que permiten en algunos casos obtener explantes libres 
de contaminantes a partir de plantas infectadas, o en su defecto 
evitar que un agente contaminante presente en un explante se salga 
de control y cause la muerte del explante.
 Los virus y viroides se desplazan dentro de la planta preferencialmente 
a través de los haces vasculares, lo que posibilitaría la obtención 
de material libre de contaminación en zonas con ausencia de estos 
conductos. Con base en esta premisa, el aislamiento y cultivo de 
porciones de las capas más externas de los meristemos apicales 
ha sido una estrategia de gran utilidad para obtener y multiplicar 
material sano a partir de plantas contaminadas con agentes 
infecciosos sistémicos (Klopmeyer, 1996).
 La asociación de tratamientos térmicos con el aislamiento y cultivo 
de zonas meristemáticas (Termoterapia), ha permitido en algunos 
casos incrementar la efectividad en la eliminación de contaminantes 
TJTUÏNJDPT TJO FNCBSHP B QFTBS EF MPT ÏYJUPT EFNPTUSBEPT FO
muchas plantas, el cultivo de zonas meristemáticas y la  termoterapia 
no son igualmente efectivos para toda clase de virus o viroides, al 
igual que varían en efectividad de acuerdo con el tipo de planta 
	)PSTUZ,MPQNFZFS(SPOEFBVZ4BNTPO

 El uso de antibióticos constituye otra estrategia para disminuir 
la incidencia de agentes contaminantes sistémicos en tejidos 
vegetales. Estos son productos tóxicos sintetizados, naturalmente 
QPSNJDSPPSHBOJTNPTPBSUJmDJBMNFOUFFOFMMBCPSBUPSJPRVFDBVTBO
retardo o eliminación del crecimiento de otros agentes bióticos.
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 Dentro de los antibióticos más comúnmente utilizados para 
contrarrestar la presencia de bacterias se encuentran los 
bactericidas, como penicilina y rifampicina, los cuales  causan la 
muerte de bacterias, y los bacteristáticos, como el cloramfenicol y la 
tetraciclina, que no causan la muerte de las bacterias pero detienen 
su crecimiento permitiendo que el explante continúe su desarrollo.
 Los antibióticos dirigidos contra los hongos se denominan fungicidas, 
y dentro de éstos están los protectantes como Maneb y Mancozed, 
que actúan de forma externa, y los sistémicos como propiconazol y 
benomil.
 Ambiente estéril
 La disminución del número de agentes contaminantes presentes en 
FMÈSFBEFUSBCBKPTFHBSBOUJ[BDPOFMVTPEFDÈNBSBTEFnVKPMBNJOBS
 -BDÈNBSBEFnVKPMBNJOBSFTVOFRVJQPEPUBEPDPOVOBUVSCJOBRVF
UPNBBJSFEFMFYUFSJPSMPJNQVMTBBUSBWÏTEFVOmMUSPEFBMUBFmDJFODJB
para posteriormente expulsarlo hacia el interior de la cámara, donde 
FMPQFSBSJPMMFWBBDBCPMBTNBOJQVMBDJPOFT&MmMUSPBUSBWÏTEFMDVBM
circula el aire, retiene partículas que normalmente se encuentran en 
suspensión, y que se convierten en contaminantes potenciales al 
entrar en contacto con los cultivos.
 "MHVOBT DÈNBSBT EF nVKP MBNJOBS TF FODVFOUSBO FRVJQBEBT DPO
lámparas de luz ultravioleta que, al ser encendidas  por un tiempo 
determinado, eliminan  todos los microorganismos que se encuentran 
FOMBTVQFSmDJFEFMBTNJTNBT
 Buenas prácticas de laboratorio
 El uso inadecuado de herramientas y materiales, así como la falta 
de claridad en los protocolos de manejo son, después del material 
vegetal, las causas más frecuentes de la contaminación de los 
cultivos in vitro.
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 Para evitar la entrada de agentes contaminantes al interior de la 
zona de trabajo, los recipientes, medios de cultivo, herramientas, 
papeles, y demás materiales que se usen al interior de la cámara de 
nVKPMBNJOBSEFCFOIBCFSTJEPFTUFSJMJ[BEPTZBTQFSKBEPTDPOFUBOPM
al 70% antes de colocarlos en el interior de la cámara.
 Los operarios deben implementar medidas rutinarias de prevención 
de las contaminaciones como lavarse las manos antes de iniciar un 
procedimiento, vestir batas limpias, en lo posible evitar levantarse de 
la cámara antes de terminar el trabajo iniciado, no hablar dentro de 
la cámara y no sacar las herramientas, tejidos o medios descubiertos 
fuera de área de la cámara.
 Es preciso, durante el desarrollo de los trabajos, evitar colocar 
MBTIFSSBNJFOUBTEJSFDUBNFOUFTPCSF MBTVQFSmDJFEF MBDÈNBSBZ
DVBMRVJFSUFKJEPRVFFOUSFFODPOUBDUPDPOFTUBTVQFSmDJFEFCFTFS
descartado inmediatamente.
 Para la limpieza de los recipientes y herramientas utilizados, y una 
vez han sido esterilizados en el autoclave, el procedimiento estándar 
consiste en desechar el medio de cultivo y el material vegetal, lavar 
profusamente con detergente o jabón bactericida, enjuagar dos 
veces con agua potable y una tercera vez con agua destilada, permitir 
FTDVSSJSZTFDBSBMBJSFZmOBMNFOUFBMNBDFOBSFOVOTJUJPDFSSBEP
Para reducir las posibilidades de proliferación de microrganismos, 
se recomienda esterilizar por separado recipientes y utensilios que 
hayan sido utilizados en cultivos donde se sospeche hay presencia 
de microbios sistémicos.
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4.  MEDIOS DE CULTIVO
 El medio de cultivo es un elemento de la técnica de cultivo in vitro 
que funciona a la vez como sustrato y fuente energética para el 
desarrollo de los tejidos.
 -PT NFEJPT EF DVMUJWP TPO VOB DPNCJOBDJØO EF EJGFSFOUFT
componentes, los cuales varían proporcionalmente de acuerdo con 
las características del tejido a desarrollar (callo, porciones de hoja, 
células, porciones de tallo, etc.) y el proceso morfogenético que se 
desea seguir (cultivo de meristemos, organogénesis, embriogénesis 
somática, etc.) (Gamborg y Shyluk, 1981).
 A pesar de que a nivel macro, las necesidades nutricionales de las 
QMBOUBT IBO TJEP FYUFOTBNFOUF FTUVEJBEBT QFSNJUJFOEP DPOPDFS
que tipo de compuesto es utilizado en la mayoría de cada uno de los 
ØSHBOPTEFVOBQMBOUBDPNQMFUBFTQPDPMPRVFTFDPOPDFBDFSDB
EFMPTSFRVFSJNJFOUPTOVUSJDJPOBMFTEFØSHBOPTPUFKJEPTBJTMBEPTZ
cual es su metabolismo una vez separados de la planta madre.
 Hasta la presente se ha asumido que las necesidades nutricionales 
de los tejidos son comparables a los de la planta completa, por 
lo que el medio de cultivo debe contener todas las sustancias 
requeridas por una planta intacta, variando las proporciones de los 
DPNQPOFOUFTDPOFMUJQPEFFYQMBOUFZMBWÓBNPSGPHFOÏUJDBRVFTF
desea seguir para el desarrollo de los tejidos (Murashige y Skoog, 
(BNCPSHFUBM

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4.1  Componentes de un medio
 Los componentes de un medio de cultivo generalmente están 
constituidos por agua, minerales, compuestos orgánicos y materiales 
de soporte.
 Agua
 El agua constituye más del 95% de cualquier medio de cultivo y es 
el solvente de todos los solutos que componen en el medio.
 Teniendo en cuenta que el agua potable corriente contiene elementos 
varios como disueltos orgánicos e inorgánicos, partículas sólidas de 
diversa naturaleza y microorganismos que pueden afectar la calidad 
del medio, es necesario aplicar mecanismos que permitan alcanzar 
un alto grado de pureza del agua corriente antes de ser utilizada 
QBSB MBT QSFQBSBDJPOFT EF NFEJPT FOUSF FTUPT NFDBOJTNPT TF
encuentran la destilación, la desionización y la osmosis reversa.
 Destilación: Es el mas común y utilizado de los métodos de 
QVSJmDBDJØO EF BHVB TF SFRVJFSF EF VO FRVJQP SFMBUJWBNFOUF
económico (destilador) y fácil de manejar.  Algunas de las limitantes 
EF FTUF QSPDFTP TPO MB SFEVDJEB FmDJFODJB CBKP DPOEJDJPOFT
normales (solo el 5% del agua utilizada en el proceso es usada), no 
es una operación inmediata puesto que el agua debe ser destilada y 
almacenada para su uso posterior, y el constante mantenimiento que 
requiere el equipo.
 Desionización: Consiste en la remosión o captura de contaminantes 
presentes en el agua con base en su carga eléctrica. El proceso 
funciona forzando el paso del agua a través de unas columnas que 
contienen resinas con diminutas esferas plásticas cargadas con iones 
de hidrógeno (H+) e hidróxido (OH-), los cuales son intercambiados 
por contaminantes catiónicos o aniónicos presentes en el agua.
 A diferencia de la destilación, la desionización es un proceso 
continuo, es decir, no es necesario almacenar agua ya que puede 
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usarse de forma inmediata en la medida que se demanda. Aunque 
el intercambio iónico garantiza que la mayoría de los contaminantes 
iónicos sean removidos, este método no remueve contaminantes 
orgánicos, y debido al constante paso y presencia de agua en las 
resinas, es posible que se presente crecimiento de bacterias que se 
convierten en contaminantes.
 Osmosis reversa: Este sistema consiste en utilizar presión para 
hacer pasar el agua a través de membranas semipermeables que 
permiten la retención de partículas y contaminantes.
 En algunos casos la ósmosis reversa se combina con la desionización, 
ZBEFNÈTTFBHSFHBBMTJTUFNBVOQBTPEFMBHVBBUSBWÏTEFVOmMUSP
de carbón que permite la captura de los contaminantes orgánicos 
y algunas sales (cloro) que escapan a la retención por parte de 
las resinas iónicas. Este sistema combinado remueve un 100% de 
sólidos en suspensión, 99.5% de bacterias y virus y mas de 90% de 
contaminantes orgánicos e inorgánicos.
 Minerales
 Los compuestos minerales presentes en el medio de cultivo 
constituyen todos aquellos elementos inorgánicos que son 
importantes para el desarrollo de la planta (macroelementos y 
microelementos). A continuación se enuncian los elementos utilizados 
en los medios de cultivo y la forma en que estos son utilizados:
 Nitrógeno (N): Es un componente de los ácidos nucléicos y 
BNJOPÈDJEPTZFTVOSFHVMBEPSEFMQ)FOFMNFEJP4VEFmDJFODJB
QSPEVDFDVMUJWPTDMPSØUJDPTZEFUBNB×PSFEVDJEPTFTVNJOJTUSBBM
medio en forma de amonio (NH4+) y nitrato (NO3-).
 Fósforo (P):  Es abundante en zonas meristemáticas y es 
DPNQPOFOUFEFMBTNPMÏDVMBTEF"%/Z"51-PTUFKJEPTEFmDJFOUFT
en fósforo tienen tamaño reducido y coloración rojiza. Este elemento 
se adiciona al medio en forma de fosfato de potasio (KH2PO4) o 
fosfato de sodio (NaH2PO4).
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 Potasio (K): Promueve el crecimiento del tejido meristemático, actúa 
como osmoregulador y regula el pH. Se agrega al medio de cultivo 
en forma de fosfato de potasio (KH2PO4) o cloruro de potasio (KCl).
 Magnesio (Mg): &T VO DPNQPOFOUF EF MBNPMÏDVMB EF DMPSPmMB Z
BDUÞBDPNPBDUJWBEPSFO[JNÈUJDPTVEFmDJFODJBTFPCTFSWBFO MB
clorosis de hojas maduras. Se agrega al medio en forma de sulfato 
de magnesio (MgSO4 7H2O).
 Azufre (S): &T DPNQPOFOUF EF BMHVOBT QSPUFJOBT Z FO[JNBT TV
EFmDJFODJB TF PCTFSWB FO GPSNB EF IPKBT DMPSØUJDBT &M B[VGSF FT
suministrado al medio en forma de compuestos a base de sulfatos (SO4).
 Calcio (Ca): Es un componente de la pared celular y promotor de 
MB GPSNBDJØOEF SBÓDFTFODVMUJWPEF UFKJEPTTVEFmDJFODJBQVFEF
causar muerte de meristemos. El Ca se agrega al medio de cultivo 
en forma de cloruro de calcio (CaCl2 2H2O) o como nitrato de calcio 
(Ca(NO3)2).  
 Cloro (Cl): Este elemento actua como un osmoregulador y componente 
del fotosístema II del proceso de la fotosíntesis. Es adicionado al 
medio en forma de compuestos a base de cloruros (Cl2-).
 Sodio (Na): Es un elemento que actua como osmoregulador y 
DPOmFSF UPMFSBODJB B MB TBMJOJEBE FO BMHVOPT UJQPT EF QMBOUBT TF
adiciona al medio de cultivo en forma de compuestos a base de 
sodio (Na+).
 Manganeso (Mn): Este elemento es un componente de la membrana 
EFMPTDMPSPQMBTUPTZTVEFmDJFODJBTFPCTFSWBFOQMBOUBTBEVMUBTFO
forma de moteados foliares. Es suministrado al medio en forma de 
sulfato de manganeso (MnSO4 H2O).
 Zinc (Zn): Tiene diversas funciones, entre ellas la de actuar como 
BDUJWBEPSFO[JNÈUJDPEFMBDMPSPmMB4FTVNJOJTUSBBMNFEJPFOGPSNB
de sulfato de zinc (ZnSO4 7H2O).
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 Boro (B): Es un elemento que al parecer funciona en el transporte 
de azucares, en la estructura de la membrana celular y en el 
metabolismo del ácido fenólico. Es sumnistrado al medio en forma 
de ácido bórico (H3BO3).
 Cobre (Cu):&TUFNJDSPFMFNFOUPJOUFSWJFOFFOMBTÓOUFTJTEFDMPSPmMB
y en la transferencia electrónica. Se adiciona al medio en forma de 
sulfato de cobre (CuSO4 5H2O).
 Molibdeno (Mo): Se cree que interviene en la conversión del N 
FOBNPOJPZFOMBmKBDJØOEFMNJTNP&TBHSFHBEPBMNFEJPDPNP
molibdato de sodio (Na2MoO4 2H2O).
 Cobalto (Co): Es un elemento componente de la Vitamina B12 y de 
la síntesis de ácidos nucleicos. Es agregado al medio de cultivo en 
forma de cloruro de cobalto (CoCl2 6H2O).
 Hierro (Fe): Está involucrado entre otros procesos en la síntesis de 
DMPSPmMB Z FO MBT SFBDDJPOFT EF ØYJEPSFEVDDJØO RVF TF TVDFEFO
FO MPT DMPSPQMBTUPT Z NJUPDPOESJBT 4V EFmDJFODJB TF FYQSFTB FO
hojas con apariencia clorótica. El hierro es adicionado al medio 
mezclando sulfato ferroso (FeSO4 7H2O) con la sal disódica del ácido 
etilendiaminatetraacético (EDTA) formando el quelato de hierro.
 Compuestos orgánicos
 Son aquellos compuestos que están conformados por moléculas 
con átomos de carbono enlazados covalentemente con otro átomo 
de carbono o hidrógeno. Dentro de los compuestos orgánicos que 
se utilizan en el medio de cultivo están los carbohidratos o fuentes 
energéticas, las vitaminas, los reguladores de crecimiento y algunos 
suplementos.
 Carbohidratos o fuentes energéticas: Las plantas en su estado natural 
QSPEVDFOTVTQSPQJBTGVFOUFTEFFOFSHÓB	BVUØUSPGPT
TJOFNCBSHP
en condiciones in vitro, por la ausencia de fotosíntesis los organismos 
vegetales necesitan de una fuente externa de carbohidratos para 
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poder crecer y desarrollarse (heterótrofos), por lo que la mayoría de 
los medios deben ser suplementados con compuestos que actuen 
como fuentes de energía. Dentro de las fuentes mas comunes de 
carbohidratos usadas en cultivos in vitro están:
t Sacarosa: Es un disacarido compuesto por fructosa y glucosa 
(C12H22O12) usado comunmente en las preparaciones de medios 
de cultivo. Normalmente, se adiciona al medio en forma de azúcar 
común y casi siempre en una concentración del 2 al 4%.
t D-Manitol: Es un azúcar que se utiliza para regular el potencial 
osmótico del medio. Se utiliza frecuentemente cuando se aislan y 
cultivan protoplastos.
t D-Sorbitol:/PFTVTBEBGSFDVFOUFNFOUFDPNPGVFOUFFOFSHÏUJDB
sin embargo tiene la particularidad de ser transportada a través 
EFMnPFNB
 Vitaminas: Las plantas en su estado natural suplen sus propias 
OFDFTJEBEFT WJUBNÓOJDBT TJO FNCBSHP MPT UFKJEPT Z DÏMVMBT
vegetales cultivados in vitro requieren de suplementos externos de 
estos compuestos para llevar a cabo sus procesos de crecimiento y 
desarrollo.
 En las etapas iníciales del desarrollo de las técnicas de cultivo de 
tejidos in vitro, las vitaminas eran adicionadas en conjunto con otros 
OVUSJFOUFTBQBSUJSEFTVQMFNFOUPTJOEFmOJEPTUBMFTDPNPKVHPTEF
frutas o ciertos extractos (Caplin y Steward, 1948). En la actualidad, 
estos compuestos son adicionados en forma individual, siendo las 
más comunes las siguientes:
t Tiamina (Vitamina B1): Es un cofactor que actua en el ciclo de 
los ácidos orgánicos de la respiración (Ciclo de Krebs) y es un 
componente regular de la mayoría de los medios de cultivo.
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t Acido nicotínico (Niacina o Vitamina B3): Es un componente de 
las enzimas que actúan en las reacciones activadas por la luz. Su 
uso es menos común que la tiamina.
t Mio-inositol: Es un constituyente del complejo B de vitaminas 
y componente regular de todos los medios de cultivo. Aunque 
no es estrictamente necesario para los procesos de crecimiento 
y desarrollo, los cultivos tienen un mejor comportamiento en 
presencia de éste.
t Acido ascórbico (Vitamina C): Es usado más frecuentemente 
como un antioxidante en cultivos de tejidos de especies que 
producen grandes cantidades de fenoles in vitro.
 Reguladores de crecimiento: Son compuestos, algunos naturales 
(hormonas) otros sintéticos, que, a muy bajas concentraciones, 
afectan los procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas 
(Davies, 2004).
 Los tejidos in vitro generalmente no producen las cantidades necesarias 
de reguladores para suplir las necesidades de sus procesos, por 
lo que se hace necesario suplementar con fuentes exógenas. Las 
hormonas o reguladores de crecimiento clásicos son las auxinas, 
citocininas, giberelinas, el ácido abcísico y el etileno (Suárez, 2011).
t Auxinas: Son reguladores de crecimiento que estimulan la 
dominancia apical, el crecimiento y la división celular, el desarrollo 
meristemático, la inducción de raíces adventicias y la formación 
de embriones somáticos.
 En su estado natural la planta produce el ácido indolacético (AIA) 
y el ácido indolbutírico (AIB), los cuales son sintétizados en los 
ápices foliares desde donde se desplazan en forma basipétala a 
la parte radical.
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 Entre los compuestos análogos a las auxinas, sintétizados en 
el laboratorio, están el ácido naftalenacético (ANA), el ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y el picloram. En el cultivo 
de tejidos in vitro, los mas usados son el IBA y el ANA en la 
micropropagación de meristemos y organogénesis. El 2,4-D y 
el picloram tienen efectos más fuertes, por lo que son utilizados 
en la inducción de tejidos embriogénicos. El AIA por su facilidad 
para ser degradado enzimáticamente es menos utilizado.
t Citocininas: Estos reguladores de crecimiento actúan en la 
interrupción de la dominancia apical, división celular, desarrollo 
de yemas axilares y retardo de la senescencia de hojas. 
Son sintetizadas en los ápices radicales desde donde son 
transportadas a las yemas apicales y axilares.
 Naturalmente, la zeatina y el 2-isopentenil adenina (2iP) son 
sintetizadas por la planta, pero en el comercio se pueden encontrar 
sustitutos como la benzilaminopurina (BAP o BA), la kinetina y 
el tidiazuron (TDZ). De todos estos compuestos, BA es la más 
utilizada en cultivo in vitro, especialmente en la multiplicación de 
NFSJTUFNPTQSFFYJTUFOUFTZPSHBOPHÏOFTJT	"DPTUBFUBM
5PSSFTFUBM1PMPFUBM-ØQF[

t Giberelinas: Son compuestos que promueven el alargamiento de 
los entrenudos de la planta mediante la inducción de la división 
y elongación celular. La síntesis en plantas completas ocurre 
principalmente en las hojas jóvenes.
 Aunque existen más de 90 compuestos similares, la giberelina 
más comúnmente utilizada en cultivo in vitro es el ácido giberélico 
(GA3), el cual es adicionado al medio de cultivo para promover la 
elongación de tallos micropropagados y conversión de embriones 
somáticos en plantas. Se ha observado cierto efecto inhibitorio 
en formación de nuevos tallos y raíces y la inducción de tejidos 
embriogénicos, por lo que es inconveniente su uso en los eventos 
de multiplicación de brotes y emisión de raíces.
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 GA3 es alterado en su estructura por el calor, por lo que es mejor 
FTUFSJMJ[BSBUSBWÏTEFmMUSBDJØO
t Acido abscísico: Este regulador de crecimiento es el encargado 
de controlar la apertura y cierre de estomas, inhibir la elongación 
y división celular, promover cierto grado de absición foliar e 
inducir la dormancia de las semillas. Su sitio de origen son las 
raíces y las hojas adultas desde donde se desplaza a sus sitios 
de acción.
 En condiciones in vitro inhibe la formación de callo y es utilizado 
para inducir la maduración de embriones somáticos y la 
formación de órganos de almacenamiento y dormancia como 
cormos y microtubérculos. No es soluble en agua por lo que debe 
TFSEJMVJEPFOFUBOPM	4VÈSF[Z0UFSP4VÈSF[FUBM
Carmona, 2017).
t Etileno: Es un gas que es sintetizado a partir del aminoácido 
metionina y se produce en la mayoría de los tejidos vegetales. 
&OQMBOUBTJOEVDFMBTFOFTDFODJBZBCTJDJØOEFIPKBTZnPSFTMB
formación de raíces adventicias y elimina la dormancia de semillas 
y yemas. Su presencia se torna inconveniente en condiciones in 
vitro, por lo que algunas veces la ventilación de los tejidos es 
necesario para evitar su acumulación.
 Mecanismo de soporte
 Existen dos estados para la consistencia del medio de cultivo, y éstos 
dependen de la presencia o ausencia de un medio de soporte. Los 
medios líquidos generalmente están conformados unicamente por 
la formulación del medio disuelta en agua sin ningún tipo de medio 
EF TPQPSUF EF GPSNB JOWFSTB MPT NFEJPT FO FTUBEP TFNJ TØMJEP
adquieren cierta dureza proporcionada por agentes gelatinizantes.
Agar: Es el agente gelatinizante mas usado debido a su grado de 
dureza que permite sostener los cultivos en su sitio y su inactividad 
JØOJDBRVFQFSNJUFFMnVKPEFOVUSJFOUFTEFMNFEJPIBDJBMPTUFKJEPT
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Estructuralmente, el agar es una mezcla compleja de polisacáridos 
FYUSBJEPTEFBMHBTSPKBTRVFTFEJTVFMWFOB$ZTPMJEJmDBOB
ºC, no es digerido por las enzimas vegetales y no reacciona con los 
componentes del medio.
En el comercio existen diferentes tipos de agar, por lo que es 
conveniente usar uno con alto grado de pureza y que esté 
NBOVGBDUVSBEP QBSB DVMUJWP EF UFKJEPT 	5$"HBS
 JHVBMNFOUF TF
debe tener en cuenta que los pH bajos (<4.0) afectan la dureza del 
mismo. Generalmente una concentración de 0,6 a 0,8% (6 a 8 g L-1) 
FTTVmDJFOUFQBSBMPHSBSVOBEVSF[BBEFDVBEBEFMNFEJPEFDVMUJWP
(Singha, 1984).
Phytagel: Es un polímero derivado de la fermentación de la bacteria 
“Pseudomonas elodea”. De forma natural contiene cantidades 
TJHOJmDBUJWBT EF QPUBTJP TPEJP DBMDJP Z NBHOFTJP BVORVF OP
perjudiciales y generalemente es mas puro que el agar. Se utilizan 
proporciones de 0.2% a 0.4% (2 a 4 g L-1).
Una tercera alternativa a la formulación del medio de cultivo es el doble 
GBTF&OFTUFNFEJPTFDPMPDBVOBGBTFTØMJEBZTPCSFFTUBVOBGBTFMÓRVJEB
la sólida brinda la estabilidad para mantener en su sitio a los explantes, y la 
líquida le permite renovar el suministro de nutrientes sin realizar subcultivos 
del material vegetal permitiendo el crecimiento de los tejidos en el mismo 
SFDJQJFOUFBEJDJPOBMNFOUF MBBEJDJØOEFOVUSJFOUFTEJTVFMUPTFOVOBGBTF
MÓRVJEBQFSNJUFVOBBTJNJMBDJØONÈTSÈQJEBEFMPTOVUSJFOUFT	-ØQF[
Díaz, 2017).
4.2  Formulación y preparación de medios de cultivo
 La mayoría de las formulaciones de medios de cultivo que se conocen 
en la actualidad fueron desarrolladas en la década de los 60´s y 
TEFMTJHMP99ZEJmFSFOCÈTJDBNFOUFFOMBDPODFOUSBDJØOEFMBT
sales que utilizan. La formulación del medio de Murashige y Skoog 
(1962) es la mas utilizada a nivel mundial en el cultivo de plantas 
o tejidos vegetales in vitro y se caracteriza por tener un contenido 
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alto de sales. Otras formulaciones ampliamente utilizadas son la B5 
(Gamborg et al., 1968) utilizada preferiblemente en el cultivo de callo 
y células, Nitsch para el cultivo de anteras (Nitsch y Nitsch, 1969) y 
Woody Plant Medium (WPM) para plantas leñosas  (Lloyd y McCown, 
1980) (Tabla 1).
 La selección de un determinado medio de cultivo es consecuencia 
de la experimentación de varios de éstos y los resultados que arrojen 
en términos de desarrollo de los explantes.
Tabla 1. Formulación de macro y micronutrientes de cuatro medios de cultivos.
NH4 NO3
Ca(NO3)2 4H20
KNO3
KCl
(NH4)2 SO4
K2SO4
KH2PO4
CaCL2  2H2O
MgSO4 7H2O
KH2PO4
FeNaEDTA
H3BO3
MnSO4  H2O
ZnSO4 7H2O
Kl
Na2MoO4 2H2O
CuSO4 5H2O
CoCl2 6H2O
FeSO4  7H2O
Na2EDTA
NaH2PO4 H2O
Fe2(SO4)3
1650.000
1900.000
333.000
181.000
170.000
36.700
6.200
16.900
8.600
0.830
0.250
0.025
0.025
300.000
80.000
65.000
720.000
1.500
7.000
3.000
0.750
200.000
2.500
2500.000
134.000
150.000
250.000
3.000
10.000
2.000
0.750
0.250
0.025
0.025
27.800
37.300
150.000
400.000
556.000
990.000
170.000
96.000
370.000
6.200
22.300
8.600
0.250
0.250
27.800
37.300
Componente
(mg L-1) B5MS White WPM
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 Existen tres formas diferentes de realizar la preparación de los 
medios de cultivo: La primera es pesando todos los componentes 
EF GPSNB JOEJWJEVBM BM NPNFOUP EF QSFQBSBS MB GPSNVMBDJØO ÏTUF
método es complicado sobre todo con relación a los componentes 
que se utilizan en pequeñas cantidades (microelementos), las 
cuales resultan de difícil manejo. Un segundo método consiste en la 
preparación de soluciones madres o stock, y el tercero es la dilución 
de formulaciones premezcladas comercialmente y que vienen en 
DBOUJEBEFTFTQFDÓmDBTQBSBEFUFSNJOBEBDBOUJEBEEFBHVB&TUBT
últimas son bastante convenientes por la facilidad de preparación 
pero por el alto costo no son utilizadas regularmente.
 Preparación de soluciones madres o stock
 Las soluciones madres consisten en medios de cultivos preparados 
a concentraciones muy altas, lo cual permite tomar una determinada 
cantidad de éstas y diluirlas en agua para completar el volumen total 
de medio a la concentración requerida.
 Generalmente las soluciones stock se preparan a una concentración 
 B  WFDFT 	Y B 9
 NBZPS B MB DPODFOUSBDJØO mOBM EFM
medio, de tal forma que la dilución de 10 ml o 100 ml de ésta, 
respectivamente, en un litro de agua terminará en la concentración 
adecuada del medio.
 La preparación de soluciones stock es relativamente fácil, disminuye 
costos, facilita el pesaje de componentes que se agregan en 
QFRVF×BT DBOUJEBEFT ZQFSNJUFNPEJmDBS MBT DPODFOUSBDJPOFTEF
los ingredientes. Para mayor facilidad de manejo, normalmente las 
sales con los elementos que se agregan en cantidades milimolares 
(mM), tales como N, P, K, Na, S, Cl y Ca, se preparan en un stock 
TFQBSBEPBVOBDPODFOUSBDJØO9NJFOUSBTRVFMPTFMFNFOUPTRVF
se agregan en cantidades trazas o micromolares (µM), Mn, B, Cu, 
Mo, Co y Fe, se preparan a una concentración 100X.
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 Cálculo de cantidades
 La mayoría de los medios de cultivo expresan las cantidades de 
sus componentes en unidades de masa. Esto en muchos casos no 
SFnFKB MBEJGFSFODJBRVFQVFEFFYJTUJS FOUSF DPNQVFTUPTBOÈMPHPT
RVFEJmFSFOFOTVTFTUSVDUVSBTNPMFDVMBSFT1VFTUPRVFFMFGFDUPEF
una sustancia es el resultado de la acción del número de moléculas 
presentes en el medio y no de su peso, las cantidades adicionadas se 
convierten en factores críticos, especialmente cuando se comparan 
los efectos de reguladores de crecimiento (Gamborg et al., 1976).
 Las cantidades de los componentes del medio deben calcularse 
QSFGFSJCMFNFOUF FO VOJEBEFT NPMBSFT QPS FKFNQMP BM BHSFHBS
1 mg L-1 de ANA (peso molecular = 186.2) y calcular en número 
EF NJDSPNPMFT RVF TF BEJDJPOB 	
 FT EF  . 4J
agregamos el mismo peso de AIB, otra auxina, (peso molecular 
= 203.2) tenemos que el número de micromoles que se adiciona 
	
 FT EF  . FT EFDJS TF FTUBSÓB BHSFHBOEP VOB
mayor cantidad real de ANA que de AIB. Si esto no se tiene en 
cuenta, es posible que las evaluaciones de un experimento puedan 
conducir a expresar conclusiones erroneas.
 Las fórmulas necesarias para realizar la conversión de unidades de 
masa a unidades molares y viceversa son:  
 Molar (M) =  g L-11FTP.PMFDVMBS
 Minimolar (mM) = mg L-11FTP.PMFDVMBS
 Micromolar (µM) = µg L-11FTP.PMFDVMBS
 Preparación del medio de cultivo
 El proceso de preparación de un medio de cultivo se efectua en 
una serie de pasos, que deben terminar en la obtención de una 
formulación con los componentes en la proporción adecuada, 
el pH óptimo, la consistencia deseada, estéril y distribuido en las 
cantidades requeridas. Los pasos a seguir para la preparación de 
un litro de medio de cultivo son los siguientes:
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1. Adición de los componentes: Diluir en una cantidad de agua 
pura (500 ml para 1 L de medio) las soluciones stock, el azúcar, 
el mio-inositol, la tiamina y los reguladores de crecimiento de 
BDVFSEP DPO MP SFRVFSJEP MVFHP BEJDJPOBS BHVB QVSB IBTUB
completar 900 ml. Esto debe realizarse con la ayuda de una barra 
NBHOÏUJDBFOVOQMBUPHJSBUPSJPDPOFMmOEFMPHSBSMBDPNQMFUB
dilución de todos los componentes.
2. Medición y ajuste de pH: El pH del medio es determinante para 
la solubilidad de las sales, asimilación de los reguladores de 
crecimiento y la dureza del medio. La medición y ajuste de pH 
debe realizarse antes de la esterilización del medio, y se efectua 
adicionando HCl o KOH para disminuir o aumentar su valor, 
respectivamente. Aunque el pH del medio puede tener un rango 
EFBÏTUFTFBKVTUBBVOWBMPSEFDPOFMmOEFRVF
al ser esterizado disminuya a su valor óptimo para la toma de 
nutrientes por los tejidos vegetales.
3. Adición de agar: Al preparar medios de consistencia semi sólida, 
el agar debe ser agregado y mezclado después de la medición 
del pH, ya que su adición previa puede dañar el potenciómetro.
4. Esterilización: Generalmente, el medio con todos sus 
componentes es esterilizado en un autoclave a una temperatura 
de 121 ºC y una presión de 1,05 kg cm-2, mientras que el  tiempo 
de esterilización, depende de la cantidad de medio que se tenga 
en el recipiente (Tabla 2).
Tabla 2. Tiempos de esterilización en autoclave de acuerdo con la cantidad de medio en el 
recipiente.
20-50
75
250-500
1000
1500
2000
15
20
25
30
35
40
Volumen de medio
(ml)
Tiempo mínimo de esterilización
(min)
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 Un método alternativo de esterilización de medios líquidos es por 
mMUSBDJØO VUJMJ[BOEPNFNCSBOBTDPOQPSPTEJNJOVUPT 	N

RVFFWJUBOFMQBTPEFCBDUFSJBTIPOHPTZMBNBZPSÓBEFWJSVTTJO
embargo, debido a sus costos y funcionalidad, éste método se 
utiliza sólo para esterilizar aquellos compuestos que cambian su 
naturaleza con el calor (ácido abcísisco, ácido giberélico, etc.).
5. Distribución: De acuerdo con las características de los recipientes 
o contenedores a utilizar, el medio es distribuido antes o después 
de la esterilización.
 Generalmente cuando el medio es líquido y se utilizan erlenmeyers 
de vidrio, las cantidades de medio son distribuidas previo a la 
FTUFSJMJ[BDJØOFODBEBVOPEF MPT SFDJQJFOUFTEF GPSNB JOWFSTB
cuando el medio es semi sólido, la distribución puede hacerse 
antes de la esterilización cuando se utilizan recipientes de vidrio 
(tubos de ensayo y frascos), aunque en este caso el agar debe 
ser disuelto calentando el medio antes de la distribución.
 Al utilizar recipientes plásticos (cajas de Petri desechables, etc.) 
que no resisten la temperatura de esterilización, la distribución de 
las cantidades del medio debe hacerse posterior a su esterilización.
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5.  MICROPROPAGACIÓN DE PLANTAS
 -B NJDSPQSPQBHBDJØO EF QMBOUBT FT VOB UÏDOJDB EF QSPQBHBDJØO
BTFYVBMRVFDPOTJTUFFOMBQSPEVDDJØOEFWFHFUBMFTFODPOEJDJPOFT
ambientales controladas, completa asepsia y usando medios de 
DVMUJWPT BSUJmDJBMFT DPNP TVTUSBUP DPOUFOJEPT FO SFDJQJFOUFT EF
plástico o vidrio (Kane, 1996).
 -BNJDSPQSPQBHBDJØOIBTJEPVOBEFMBTUFDOPMPHÓBTRVFIBNPTUSBEP
MBNBZPSBQMJDBDJØOQSÈDUJDBZEFBQPZPQBSBFMBWBODFJOWFTUJHBUJWP
dentro de la biotecnología vegetal, ofreciendo la posibilidad de 
recuperar plantas a partir de células individuales, comprender el 
efecto de reguladores de crecimiento en los procesos de crecimiento 
ZEFTBSSPMMPQFSNJUJSMBPCUFODJØOEFQMBOUBTQPSNÏUPEPTBMUFSOBUJWPT
EFFNCSJPHÏOFTJTZTVQPTUFSJPSDPWFSTJØOFOTFNJMMBTTJOUÏUJDBTZ
producir masivamente plantas para vivero a partir de meristemos 
cultivados en condiciones in vitro.
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5.1  Generalidades de la micropropagación
 La propagación convencional de plantas es una operación 
fundamental que busca perpetuar un genotipo vegetal y se 
caracteriza porque puede desarrollarse en condiciones ambientales 
poco controladas, sin requerimientos de equipos avanzados y 
QFSTPOBMUÏDOJDPQPDPDBMJmDBEP
 La operación de propagación de plantas en condiciones in vitro 
tiene algunas particularidades que la hacen más compleja que 
la propagación convencional de plantas, e incluso difícil de 
ejecutar sin el cumplimiento estricto de algunas condiciones. Las 
principales características de la micropropagación de plantas son 
el estricto control de las condiciones ambientales, los propágulos 
utilizados son de tamaño reducido (explantes), las plantas crecen 
IFUFSPUSØmDBNFOUFZTFSFRVJFSFEFVOBJOGSBFTUSVDUVSBDPNQMFKBRVF
JNQMJDBDPTUPTJOJDJBMFTBMUPTZNBOPEFPCSBBMUBNFOUFDBMJmDBEB
 Ventajas
 La micropropagación, como una técnica de propagación de plantas, 
proporciona ciertas ventajas comparativas sobre las técnicas 
tradicionales de propagación a nivel macro, tales como mayores 
tasas de multiplicación en períodos de tiempo y espacios más 
FmDJFOUFT PCUFODJØO EF QMBOUBT DPO BMUPT HSBEPT EF VOJGPSNJEBE
genética y fenotípica, regeneración de plantas completas a partir 
células, tejidos u órganos, rápido desarrollo y liberación de cultivares 
NFKPSBEPT P HFOÏUJDBNFOUF NPEJmDBEPT QPTJCJMJEBE EF PCUFOFS
plantas sanas a partir de material contaminado con patógenos de 
tipo sistémico, reducción de costos y riesgos de pérdidas en el 
almacenamiento de germoplasma, y adicionar un valor agregado a 
las plantas producidas.
 Límites
 A pesar de las grandes posibilidades que brinda, la micropropagación 
de plantas tiene ciertas limitantes que impiden su uso generalizado 
en todas las especies vegetales. Algunas de estas limitantes son 
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MB EFmDJFOUF EJTQPOJCJMJEBE P BVTFODJB UPUBM EF QSPUPDPMPT QBSB
DJFSUBT FTQFDJFT EFOPNJOBEBT SFDBMDJUSBOUFT QPS TV EJmDVMUBE EF
manejo en condiciones in vitro, la ocurrencia de altos niveles de 
variación somaclonal en ciertos tipos de plantas y los altos costos 
de producción que implica la producción in vitro.
5.2  Métodos de micropropagación de plantas 
 Existen tres métodos de micropropagación de plantas que son 
aplicables de acuerdo con la especie y los objetivos de la operación: 
la micropropagación a partir del cultivo de explantes con meristemos 
pre existentes, la organogénesis y la embriogénesis somática.
 Micropropagación a partir de explantes con meristemos pre-
existentes
 La micropropagación a partir de meristemos pre-existentes consiste 
en la producción de nuevos tallos a partir de los meristemos 
terminales y axilares seguido por su enraizamiento individual.
 Los meristemos son órganos diferenciados y determinados, formados 
por grupos de células capaces de llevar a cabo división celular y 
diferenciación en tejidos permanentes y especializados tales como 
ramas y raíces (Chawla, 2003).
 A diferencia de los otros métodos de micropropagación, donde el inicio 
de vía morfogenética es de origen unicelular, la micropropagación 
a partir de explantes con meristemos pre-existentes favorece la 
perpetuación de quimeras periclinales, debido a su conformación 
por varias capas de células, las cuales son de gran valor estético en 
especies ornamentales (Marcotrigiano y Gouing, 1984).
 La micropropagación a partir de meristemos pre-existentes, se 
desarrolla a partir de la inducción del crecimiento repetido de las 
yemas axilares presentes en el explante. El crecimiento repetido 
se debe a la eliminación de la dominancia apical del explante por 
la presencia de cantidades relativamente altas de citocininas en el 
medio de cultivo (Wickson y Thimann, 1958).
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 La producción de plantas mediante el cultivo de explantes con 
meristemos pre-existentes es el método de micropropagación más 
utilizado en la producción comercial de plantas in vitro, debido a la 
gran estabilidad genética y consistencia en la tasa de multiplicación 
en la mayoría de las especies vegetales.
 Estados de la micropropagación a través del cultivo de explantes 
con meristemos preexistentes
 Inicialmente solo tres estados o etapas fueron consideradas 
como esenciales para la producción y recuperación de plantas 
micropropagadas: el establecimiento in vitro de un cultivo estéril, 
la multiplicación del propágulo establecido, y el pretransplante, o 
enraizamiento, in vitro de los tallos multiplicados (Murashige, 1974).
Consideraciones posteriores permitieron establecer que dos estados 
adicionales, tácitamente incluidos en el proceso inicialmente descrito, 
BGFDUBCBOEFNBOFSBTJHOJmDBUJWBUPEBMBPQFSBDJØODPOWJSUJÏOEPMB
en un proceso de cinco estados (Figura 4).
 El primero de esos estados o fases no se ubica exactamente dentro 
de los antes descritos, sino que consiste en un preacondicionamiento 
mTJPMØHJDP Z TBOJUBSJP RVF TF BQMJDB B MBT QMBOUBT NBESFT DPO
FM mO EF PCUFOFS VOB NFKPS SFTQVFTUB EF MPT FYQMBOUFT VOB WF[
USBOTGFSJEPTBDPOEJDJPOFTJOWJUSPFTUFTFEFOPNJOØFTUBEPPEF
preacondicionamiento de plantas madres. El segundo estado, no 
DPOTJEFSBEP JOJDJBMNFOUF DPNQSFOEF MB QBSUF mOBM EFM QSPDFTP Z
consiste en propiciar una adaptación gradual de las plantas producidas 
JO WJUSP B MBT DPOEJDJPOFT BNCJFOUBMFT OPSNBMFT FTUF TF EFOPNJOØ
estado IV, o de adaptación ex vitro (Debergh y Maene, 1981).
 
61
 Estado 0 (Preacondicionamiento de plantas madres): Durante 
este estado se realiza la selección de las plantas donadoras de 
los explantes con base en las características agronómicas, que le 
DPOmFSFOMBWJSUVEEFTFSQSPQBHBEBZTVBDPOEJDJPOBNJFOUP
 Las plantas seleccionadas deben ser aisladas en un local limpio, 
BJSFBEPZDPOFYDFMFOUFDPOUSPMEFQBUØHFOPTDPOFMmOEFEJTNJOVJS
las fuentes y cantidades de inóculo existentes en condiciones 
normales. Para garantizar la sanidad de los individuos que proveen 
los explantes es conveniente realizar indexaciones periódicas 
que permitan monitorear la presencia de parásitos sistémicos, y 
aplicaciones de fungicidas.
 "EFNÈTEFHBSBOUJ[BSVOFTUBEPmUPTBOJUBSJPØQUJNPMBNPEJmDBDJØO
EF MBT DPOEJDJPOFT mTJPMØHJDBT EF MB QMBOUB TPO JOEJTQFOTBCMFT
para una mejor adaptación del explante una vez transferido a 
condiciones in vitro. Dentro de las prácticas utilizadas para favorecer 
FMEFTFNQF×PmTJPMØHJDPEFMFYQMBOUFTFFODVFOUSBOMBTQPEBTQBSB
estimular el crecimiento de yemas axilares, las aspersiones foliares 
DPODJUPDJOJOBTQBSBQSPNPWFS MB SBNJmDBDJØO MBUFSBM MBDPCFSUVSB
con elementos reductores de la intensidad lumínica natural y una 
CVFOBEFTJOGFTUBDJØOTVQFSmDJBM
Establecimiento Selección de plantas Multiplicación 
Enraizamiento Adaptación ex vitro
Figura 5.  Esquema del proceso de micropropagación.
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 El estado I (Establecimiento de un cultivo estéril): La colocación 
de un explante desinfectado en condiciones in vitro es el inicio de 
una serie de situaciones que van a determinar la supervivencia o 
muerte del explante (Suárez et al., 2006).
 El concepto de establecimiento en condiciones in vitro, hace 
referencia a el grado de adaptación que permite a los cultivos 
sobrevivir y crecer de forma proporcional a las condiciones brindadas. 
Este consiste de un proceso gradual que involucra varias etapas 
que se suceden en períodos variables de tiempo dependiendo de la 
FTQFDJFZMBDPOEJDJØOmTJPMØHJDBEFMBQMBOUBNBESF
 La primera fase que experimenta un explante in vitro se denomina 
etapa de aislamiento, y se caracteriza por los altos niveles de 
estrés que sufre el explante ocasionado por las heridas sufridas al 
ser separado y la alteración de su sistema metabólico. Como una 
respuesta a estas condiciones, en ciertas especies los explantes 
pueden presentar una alta emisión de fenoles y un crecimiento 
rápido con órganos de gran tamaño que equivocadamente puede 
interpretarse como una respuesta favorable a las condiciones in vitro 
(Villalobos y Thorpe, 1993).
 La segunda fase del establecimiento se conoce como etapa de 
estabilización, y se caracteriza por un crecimiento variable e 
impredecible de los nuevos brotes. Los órganos aunque disminuyen 
sus dimensiones, no tienen aun un tamaño proporcional con las 
DPOEJDJPOFTFTQBDJBMFTFO MBTDVBMFTTFFODVFOUSBODPOmOBEPTZ
puede persistir en menor grado la emisión de fenoles.
 La tercera, y última, etapa del proceso de establecimiento se 
denomina etapa de producción, y corresponde a la respuesta 
mTJPMØHJDBNFOUFQSPQPSDJPOBEBEFVODVMUJWPBEBQUBEPBMSFEVDJEP
espacio y a los suplementos del medio. El cultivo establecido se 
caracteriza por tener órganos pequeños, entrenudos cortos, poca 
o ninguna emisión de fenoles y un crecimiento que responde a los 
estímulos proporcionados.
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 Estado II (Multiplicación de propágulo): En este estado, los 
explantes son cultivados en medios con niveles relativamente 
BMUPTEFDJUPDJOJOBTDPOFMmOEFJOUFSSVNQJSMBEPNJOBODJBBQJDBMZ
GBWPSFDFSFMDSFDJNJFOUPEFMBTZFNBTMBUFSBMFT	4VÈSF[FUBM
Suárez y Quintero 2014).
 Existen diferentes tipos de citocininas entre las que se encuentran las 
naturales (kinetina, zeatina, 2iP) y los compuestos sintéticos (BAP, 
thidiazuron) que tienen efectos parecidos. La selección del tipo de 
citocinina a utilizar va a depender de la tasa de multiplicación que 
se alcance, la longitud de los tallos producidos, las posibilidades 
de generar variabilidad genética, el efecto que esta pueda tener 
posteriormente en el enraizamiento y la supervivencia de las plantas 
micropropagadas.
 $PO FM mO EF BVNFOUBS MBT UBTBT EF NVMUJQMJDBDJØO P NFKPSBS MBT
características de los tallos, en algunas especies se adicionan 
simultáneamente con las citocininas, cantidades moderadas 
EF BVYJOBT TJO FNCBSHP FTUP EFCF SFBMJ[BSTF DPO CBTF FO VOB
evaluación cuidadosa para evitar la producción de callos y la 
regeneración de tallos adventicios, lo que puede aumentar las 
QSPCBCJMJEBEFTEFJOEVDJSWBSJBCJMJEBEHFOÏUJDB	.VSBTIJHF
4VÈSF[FUBM-ØQF[

 Los subcultivos para la multiplicación de los tallos deben realizarse 
DBEBDVBUSPBTFJTTFNBOBTUSBOTmSJFOEPMPTUBMMPTPDMÞTUFSFTEF
los mismos, a un medio fresco de la misma formulación. El número 
de subcultivos que se haga a partir de un explante individual 
estará relacionado con el genotipo, la consistencia en la tasa de 
multiplicación, la formación de crecimientos adventicios y los riesgos 
EF WBSJBCJMJEBE HFOÏUJDB 	1BTUSBOB Z 4VÈSF[  "DPTUB FU BM
5PSSFT1PMP

 Estado III (Pretransplante o enraizamiento): La realización de este 
estado busca desarrollar en la planta los mecanismos necesarios 
para que ésta pueda sobrevivir a las condiciones ex vitro sin un 
suplemento adicional de carbohidratos.
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 En algunas especies, antes de realizar la transferencia al medio de 
enraizamiento, los tallos son transferidos a un medio de elongación 
TVQMJEPDPOÈDJEPHJCFSÏMJDPFTUPTFIBDFDPOFMmOEFBVNFOUBS
su tamaño y promover una mayor acumulación de reservas en 
sus tejidos. Sin embargo, es necesario anotar que la presencia de 
giberelinas, así como de citocininas en el medio, afectan de forma 
negativa el proceso de enraizamiento (Suárez y Quintero, 2011).
 La formación de raíces adventicias normalmente ocurre cuando 
los tallos son transferidos a medios de cultivo suplementado con 
cantidades relativamente altas de auxinas, las cuales pueden ser 
EFPSJHFOOBUVSBM	"*""*#
PTJOUÏUJDP	"/"%QJDMPSBN
T). La selección del tipo de auxina a utilizar va a depender de la 
especie de planta, el porcentaje de enraizamiento que se alcance, 
el tamaño y grosor de las raíces producidas y el efecto secundario 
que la auxina seleccionada pueda tener sobre el desarrollo y la 
supervivencia de las plantas una vez transplantadas a condiciones 
ex vitro.
 El estado III, o de enraizamiento, es el más costoso de todos los 
estados del proceso de micropropagación, debido a los costos 
de las auxinas, mano de obra y tiempo de cultivo. Debido a estos 
aspectos, en algunas especies los tallos micropropagados son 
transferidos directamente del estado de multiplicación a el de 
adaptación en condiciones ex vitro sin ser sometidos a un estado 
previo de enraizamiento. No obstante, para algunos tipos de plantas, 
el enraizamiento in vitro es necesario para obtener adecuados 
porcentajes de recuperación durante la adaptación ex vitro, como 
PDVSSF FO MBT FTQFDJFT MF×PTBT QFSFOOFT 	2VJOUFSP FU BM 
4VÈSF[FUBM4VÈSF[FUBM

 Estado IV (Transplante a condiciones ex vitro): El principal objetivo 
de todo el proceso de micropropagación es el de obtener el mayor 
número de plantas de buena calidad adaptadas a las condiciones 
ambientales normales.
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 Las plantas producidas en condiciones in vitro son altamente 
JOFmDJFOUFT FO MB TÓOUFTJT EF DBSCPIJESBUPT Z FO FM DPOUSPM EF MB
deshidratación. La baja competencia fotosintética se deriva de 
MB OVUSJDJØO IFUFSPUSØmDB QPS FM TVNJOJTUSP EF GVFOUFT FYUFSOBT
de carbohidratos, que resulta en un pobre desarrollo de los 
DMPSPQMBTUPT Z VOB CBKB DBQBDJEBE QBSB mKBS $02. Mientras que, 
los altos porcentajes de humedad relativa presentes en el interior 
del recipiente, evitan que las hojas desarrollen estructuras como la 
acumulación de una cutícula cerosa e impermeable, y estomas con un 
funcionamiento adecuado para responder de acuerdo con el estado 
de hidratación de la planta. Esta estructura foliar poco diferenciada 
BTPDJBEBDPOVOTJTUFNB SBEJDBM JOFmDJFOUFPBVTFOUFIBDFORVF
las plantas micropropagadas mueran por falta de alimentos y rápida 
deshidratación si son transferidas directamente a las condiciones 
ambientales normales (Kane, 1996).
 1BSB DPOUSBSSFTUBS MB QPDB FmDJFODJB GPUPTJOUÏUJDB FT OFDFTBSJP
transferir plantas de un tamaño tal que contengan en su estructura 
ZUFKJEPTSFTFSWBTEFDBSCPIJESBUPTTVmDJFOUFTQBSBVUJMJ[BSMPTIBTUB
que la planta produzca nuevas hojas, y su aparato fotosintético 
funcione de manera normal. De manera simultánea, para evitar una 
deshidratación severa y rápida, las plantas, o tallos micropropagados, 
deben ser transferidos inicialmente bajo unas condiciones de alta 
humedad relativa lo más parecidas posibles al ambiente in vitro, las 
cuales deben reducirse de forma gradual en un período de varias 
TFNBOBTDPOFMmOEFQSPQJDJBSFMEFTBSSPMMPEFMPTNFDBOJTNPTRVF
permitan un control autónomo de la pérdida de  humedad en la planta.
 Cultivo de nudos
 Existen algunas especies vegetales que presentan cierta 
insensibilidad al efecto de las citocininas y, como resultado de esto, 
al colocarlas en un medio suplementado con altas cantidades de 
este regulador de crecimiento no eliminan su dominancia apical y por 
ende la proliferación de varios tallos a partir de las yemas axilares es 
escasa o nula. En estas especies se aplica una técnica alternativa 
de micropropagación a partir de meristemos pre-existentes, donde 
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los nuevos tallos se forman mediante la elongación de yemas 
JOEJWJEVBMFTGPSNBOEPUBMMPTTPMJUBSJPTTJOSBNJmDBDJØO
 En el cultivo de nudos los explantes se establecen de forma 
horizontal sobre el medio permitiendo el crecimiento vertical de las 
yemas presentes en este. Una vez los tallos crecen, cada nuevo tallo 
elongado puede ser utilizado como fuente de nuevos explantes, o 
ser transferido para promover el desarrollo de raíces como un paso 
QSFWJPQBSBTVBEBQUBDJØOmOBMBDPOEJDJPOFTFYWJUSP
 Una ventaja comparativa del cultivo de nudos es que, debido a 
la poca producción de tallos adventicios, las probabilidades de 
Figura 6. Estados de establecimiento (A), multiplicación (B), enraizamiento (C) 
y adaptación ex vitro (D) en la micropropagación de plantas de caña 
nFDIB	Gynerium sagitatum Aubl.).
A B
C D
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ocurrencia de plantas variantes se reducen. De forma inversa, la 
poca uniformidad en el tamaño de los nuevos tallos producidos, los 
nuevos tallos producidos hacia la base del explante tienen mayor 
crecimiento, y las bajas tasas de multiplicación se convierten en las 
principales desventajas de esta técnica alternativa.
 Para los estados de adaptación, establecimiento, enraizamiento y 
adaptación ex vitro, las plantas producidas por el cultivo de nudos 
siguen los mismos procedimientos que aquellas producidas a partir 
de explantes normales con meristemos prexistentes.
 Organogénesis
 La organogénesis consiste en la formación in vitro de nuevos tallos 
de origen adventicio a partir de explantes sin meristemos pre-
existentes. También es conocida con el nombre de caulogénesis.
 La organogénesis puede ocurrir de dos formas diferentes de acuerdo 
con el proceso morfogenético que da origen a los nuevos tallos, y que 
a su vez depende del grado de competencia y determinación presente 
en las células que conforman el explante (Schwarz y Beaty, 1996).
 -B DPNQFUFODJB TF EFmOF DPNP MB DPOEJDJØO FO MB DVBM MBT
células han retenido o adquirido la capacidad de diferenciación u 
Figura 7. Organogénesis de plantas de tabaco.
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organogénesis celular para formar nuevas estructuras, mientras que 
la determinación se entiende como el grado de compromiso que 
tiene la célula en su programación biológica para seguir un proceso 
morfológico controlado genéticamente sin verse afectadas por los 
estímulos externos (Christianson y Warnik, 1983).
 Caulogénesis directa: Esta vía morfogenética ocurre cuando los 
nuevos brotes se originan a partir de meristemos caulinares que se 
han desarrollado directamente de células presentes en el explante 
sin el crecimiento intermedio de una capa de células de callo.
 
 La serie de eventos jerárquicos que se suceden en la vía 
morfogenética de la organogénesis o caulogénesis directa son el 
establecimiento del explante, la producción de un meristemoide, el 
crecimiento de una yema (meristemo caulinar) y la elongación del 
tallo (Cristianson y Warnik, 1988).
 Los explantes que dan origen a tallos mediante organogénesis 
directa, normalmente son aquellos con alto grado de juvenilidad 
y que contienen células con bajos niveles de diferenciación (alta 
competencia y baja determinación). Estas, al entrar en contacto con 
el medio de cultivo, que normalmente tiene un suplemento moderado 
a alto de citocininas para promover la formación de tallos, responden 
iniciando la vía morfogenética caulinar formando meristemos de los 
cuales crecen los nuevos tallos adventicios.
 La fase o etapa de multiplicación de los propágulos en la 
organogénesis directa puede ocurrir de dos formas diferentes. Una 
de ellas consiste en producir de forma seriada los tallos necesarios 
directamente a partir de los explantes originalmente establecidos 
Alternativamente, los explantes sin meristemos pre-existentes se 
utilizan para inducir la formación de los tallos iniciales, los cuales 
son utilizados como explantes para producir nuevos tallos a partir de 
los meristemos axilares pre-existentes presentes en ellos.
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 Los estados previos, adaptación de plantas madres y establecimiento, 
y subsecuentes, enraizamiento y adaptación ex vitro, se desarrollan 
de forma similar a lo expuesto para el método de micropropagación 
a partir de meristemos pre-existentes independientemente de cual 
de las dos formas se utilice para la multiplicación de los tallos.
 El método de micropropagación a través de organogénesis directa 
presenta algunas ventajas como son la posibilidad de llevar a cabo los 
estados I (establecimiento) y II (multiplicación) de forma simultánea 
TJOMBOFDFTJEBEEFJNQMFNFOUBSTVCDVMUJWPTJOUFSNFEJPTBEFNÈTBM
ser la organogénesis un evento de origen unicelular, muchas de las 
células presentes en el explante tienen el potencial de ser inducidas 
a dividirse y formar meristemos y posteriormente nuevos brotes, lo 
que representa unas altas tasas potenciales de multiplicación.
 Una de las desventajas de la micropropagación a través de 
organogénesis consiste en los mayores riesgos de variación genética 
en las plantas resultantes como resultado de variaciones celulares 
RVFQVFEFOFTUBSQSFTFOUFTFOVONJTNPFYQMBOUFBEJDJPOBMNFOUF
el origen unicelular de los nuevos brotes conlleva a la segregación de 
tipos de células lo cual impide el mantenimiento del fenotipo cuando 
se utilizan explantes provenientes de plantas quimeras (Broetjes y 
Keen, 1980).
 Caulogénesis indirecta: Este tipo de organogénesis ocurre cuando 
los meristemos caulinares de los cuales crecen los nuevos brotes 
tienen su origen en células provenientes de una capa de callo que 
crece a partir del explante (Suárez y Salgado, 2008).
 En el desarrollo de la organogénesis indirecta, una vez los explantes 
son colocados en contacto con el medio de cultivo, las células llevan 
a cabo una desdiferenciación que conduce a la readquisición de 
competencia y ocurrencia de cambios interiores que promueven una 
redeterminación de sus funciones y propiedades.
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 Los tallos producidos en la organogénesis indirecta crecen a partir 
de nudos meristemáticos, conocidos como meristemoides, que 
TF FODVFOUSBO JONFSTPT FO FM UFKJEP DBMMPTP FTUB GPSNBDJØO FTUÈ
estrechamente relacionada con el tipo de explante y la clase de planta 
a micropropagar. En plantas dicotiledóneas, el rango de explantes 
que se pueden inducir a formar celulas de callo es mayor e incluye 
hojas, tallos, segmentos radicales, tejidos de almacenamiento 
	UÞCFSPTDPSNPT
NFSJTUFNPTBQJDBMFTFNCSJPOFTQMÈOUVMBTFUD
mientras que, para el caso de las monocotiledóneas, las alternativas 
son mas reducidas y los mejores resultados se han obtenido con el uso 
EFFNCSJPOFTIPKBTKØWFOFTTFHNFOUPTOPEBMFTFJOnPSFTDFODJBT
inmaduras (Chawla, 2003).
 Para mejorar la respuesta de formación de tallos, el tejido de 
callo inducido y el explante adjunto, deben ser transferidos de 
forma conjunta al menos en una oportunidad antes de proceder 
a subcultivar el tejido de callo de manera independiente. Una vez 
separado, el callo debe transferirse a un medio con bajo nivel de 
auxinas y concentraciones relativamente altas de citocininas, 
DPO FM mO EF JOEVDJS MB EJGFSFODJBDJØO EF MBT DÏMVMBT FO QVOUPT
meristemáticos (meristemoides) que se convertirán eventualmente 
en yemas desarrolladas, de las cuales se elongarán los nuevos 
tallos (Christianson y Warnik, 1985).
 La multiplicación de los tejidos en la micropropagación a través de 
organogénesis indirecta, puede realizarse de dos formas diferentes. 
La primera forma es mediante el cultivo y la proliferación del tejido 
de callo para aumentar el número potencial de células que llevarán 
a cabo organogénesis. Esta multiplicación puede efectuarse 
mediante el subcultivo del material en medio semi sólido o en medio 
líquido a través de suspensiones celulares. La segunda forma 
de multiplicación es similar a la explicada para la organogénesis 
directa, y consiste en que una vez los nuevos tallos se han formado 
y elongado, éstos son utilizados como fuente de explantes para una 
multiplicación a partir de los meristemos pre-existentes presentes en 
los nuevos tallos (González, 2012).
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 Totipotencialmente, cualquier célula de callo que se desarrolle a partir 
EFMFYQMBOUFUJFOFDBQBDJEBEQBSBMMFWBSBDBCPPSHBOPHÏOFTJTDPO
la posibilidad de establecer suspensiones celulares con las células 
de callo para incrementar el número de estas, la micropropagación 
a través de organogénesis indirecta presenta un potencial de 
producción de nuevas plantas mucho más alto que los métodos de 
micropropagación a través del cultivo de explantes con meristemos 
pre-existentes y organogénesis directa, la cual representa la mayor 
ventaja comparativa de esta forma de micropropagación.
 La micropropagación indirecta presenta ciertas limitantes que 
reducen las posibilidades de su uso como un método comercial de 
micropropagación. Entre estas limitantes tenemos: la producción de 
DÏMVMBTEFDBMMPBVNFOUBEFNBOFSBTJHOJmDBUJWBMBTQSPCBCJMJEBEFT
de generar variación genética en las plantas regeneradas, el 
potencial morfogenético o grado de competencia de los callos 
producidos varía de manera sustancial entre ellos, se hace necesario 
el uso de interacciones complejas y costosas de reguladores de 
crecimiento, y la disminución de la capacidad morfogenética de los 
callos disminuye a medida que se suceden los subcultivos (Schwarz 
y Beaty, 1996).
 -PTFTUBEPTEFFOSBJ[BNJFOUPZBEBQUBDJØOmOBMBDPOEJDJPOFTFY
vitro de las plantas recuperadas mediante organogénesis (tanto 
directa como indirecta) suceden de forma similar a lo indicado para la 
micropropagación a través del cultivo de explantes con meristemos 
pre-existentes.
 Embriogénesis somática
 La embriogénesis somática consiste en la producción de embriones 
originados de células diferentes al zigoto a los cuales se les denomina 
embriones somáticos (Gray, 1996).
 El proceso de la embriogénesis zigótica en angiospermas se inicia con 
la fusión de la ovocelula (gameto femenino) con un núcleo generativo 
(gameto masculino) dentro del saco embrionario. Esta unión es 
72
proseguida de una serie de divisiones y diferenciaciones celulares 
que terminan con la formación del embrión completo protegido por 
las cubiertas de la semilla. Similarmente, la embriogénesis somática 
en condiciones in vitro, se inicia a partir de una célula somática que 
MMFWBBDBCPFMQSPDFTPEFFNCSJPHÏOFTJTEPOEFBMmOBMFMFNCSJØO
desarrollado no termina envuelto por cubiertas seminales (Dodeman 
et al., 1997).
 A pesar de originarse en un ambiente diferente al saco embrionario, 
los embriones somáticos producidos en condiciones in vitro comparten 
características comunes con los embriones zigóticos. Son bipolares, 
carecen de conexiones vasculares con el tejido materno y siguen la 
misma secuencia morfológicamente jerárquica que se sucede en 
los embriones originados por métodos sexuales, es decir forman los 
estados de proembrión, globular, corazón, torpedo y cotiledonar durante 
TVQSPDFTPEFFNCSJPHÏOFTJT	)BDDJVT;JNNFSNBO

 Hasta la presente, la formación de embriones somáticos ha sido 
reportada en un gran número de especies mono y dicotiledóneas,  lo 
cual permite considerar que este fenómeno, propio de los organismos 
vegetales, es factible de ocurrir en cualquier especie vegetal dado 
que se seleccione el explante adecuado y se suministren las 
condiciones óptimas de medio de cultivo (Feher et al., 2003).
 Estados de la micropropagación a través de embriogénesis 
somática: La producción de plantas mediante el cultivo de 
embriones somáticos ocurre a través de cuatro estados, son estos: 
inducción y multiplicación de tejidos embriogénicos, desarrollo de 
embriones somáticos, maduración y conversión en plantas.
t Inducción: La inducción de tejido embriogénico puede producirse 
de forma directa o indirecta.
 Inducción directa. También se le denomina permisiva, y ocurre 
cuando en el explante hay presentes células que conservan 
un alto potencial embriogénico como los tejidos nucelares, 
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embriones inmaduros e hipocotilos. Este potencial es expresado 
una vez las células entran en contacto con el medio de cultivo, 
resultando en la formación directa de embriones somáticos de 
diferentes estados de desarrollo.
  
 Las células que pueden llevar a cabo la inducción directa se les 
denomina células embriónicamente predeterminadas (CEPD), y 
generalmente sólo requieren del establecimiento en un medio de 
cultivo simple para expresar su potencial embriogénico (Litz y Gray, 
1992).
 Inducción indirecta. La inducción indirecta también se conoce 
como dirigida, y ocurre cuando los embriones somáticos 
desarrollan a partir de células presentes en un tejido que crece 
sobre el explante, al cual se le denomina masas proembriogénicas 
(MPEs) (Guevara et al., 2012).
 La inducción indirecta resulta cuando las células presentes en el 
explante tienen altos grados de diferenciación y determinación 
por lo que es necesario que readquieran la competencia y que 
posteriormente se determinen a seguir la vía embriogénica. Con 
FMmOEF JOEVDJSFTUBSFBERVJTJDJØOEFDPNQFUFODJBZHBOBODJB
de potencial embriogénico, el explante se establece en un medio 
de cultivo suplido con auxinas de efectos fuertes como 2,4-D o 
picloram, las cuales inducen la proliferación de nuevas células, 
causan una eliminación de la polaridad celular y promueven una 
reorganización del material genético asociado con cambios en la 
FYQSFTJØOHFOÏUJDB	4VÈSF[FUBM1PMBODP

 Las células del tejido producido por efecto de las auxinas que 
adquieren la capacidad para formar embriones somáticos se 
les denomina células embriónicamente inducidas (CEI), y se 
caracterizan por tener un tamaño reducido, forma isodiamétrica, 
un citoplasma denso con una núcleo de gran tamaño y nucleolos 
bastante desarrollados (Ammirato, 1974).
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 Como resultado del efecto de despolarización celular que ejercen 
las auxinas, mientras las MPEs se encuentren bajo el efecto de 
estas, no continuarán el proceso de desarrollo morfológico para 
convertirse en embriones individuales, lo cual permite la formación 
repetitiva de nuevas células embriogénicas a partir de las que se 
encuentran presentes en  el tejido recién formado (Litz y Gray, 
1995).
t Multiplicación: La multiplicación, o mantenimiento, del material 
embriogénico inducido se puede llevar a cabo en medio líquido o 
en medio semi sólido. Independientemente del material inducido, 
ya sea embriones o MPEs, el medio de multiplicación debe estar 
suplementado con dosis relativamente altas de auxinas con el 
mOEFQSFWFOJSRVFMBTFTUSVDUVSBTBWBODFOFOFMEFTBSSPMMPEFM
estado morfológico a medida que se induce la multiplicación del 
material  (Litz y Gray, 1992).
 El subcultivo del material embriogénico en medio semi sólido se 
realiza mediante la transferencia de una porción (100 - 200 mg) 
del tejido inducido hacia un medio de cultivo fresco de similar 
formulación y el subsecuente almacenamiento en ausencia de 
luz para evitar la diferenciación de las células. La frecuencia con 
la cual se realicen los subcultivos va a depender de la tasa de 
crecimiento de los tejidos, el genotipo y la cantidad de auxinas 
(Witjaksono y Litz, 1999a).
 La multiplicación de material embriogénico en medio líquido se 
realiza mediante la inoculación del medio con una cantidad de 
inóculo similar a la utilizada para la transferencia a medio semi 
sólido (100 a 200 mg). Los cultivos son colocados en un agitador 
orbital (90 - 120 rpm) bajo poca intensidad lumínica u oscuridad 
total, donde los cultivos siguen un patrón de desarrollo similar al 
de cualquier suspensión celular.
t Desarrollo de embriones somáticos: La transferencia de 
la MPEs a un medio de cultivo sin la presencia de auxinas es 
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necesaria para favorecer el desarrollo de estas en embriones 
somáticos (Suárez et al., 2011). 
 La eliminación del efecto causado por las auxinas ocasiona 
que la polaridad de las células sea restablecida y ocurra la 
expresión de algunos genes silenciados por la acción de estas. 
El restablecimiento de la polaridad celular, activa la orientación 
estructural y promueve la determinación y diferenciación de 
MBT DÏMVMBT QSFDVSTPSBT EF MPT NFSJTUFNPT BQJDBM Z SBEJDBM
simultáneamente, la expresión genética diferencial resultará 
en la síntesis de diversos productos necesarios para lograr el 
desarrollo embrionario, iniciándose con esto la formación del 
embrión (Zimmerman, 1993).
t Maduración: En la embriogénesis zigótica, una vez el desarrollo 
NPSGPMØHJDPWB MMFHBOEPB TVmOBM MPTFNCSJPOFTFOUSBOFOVO
QSPDFTP mTJPMØHJDP EF HSBO BDUJWJEBE NFUBCØMJDB EFOPNJOBEP
fase de maduración. En este período se produce una serie de 
cambios que conllevan a la formación completa del axis polar 
y la producción de ciertas proteínas indispensables para resistir 
las condiciones ambientales que debe enfrentar la semilla una 
vez se libere del fruto y se disponga llevar a cabo el proceso de 
germinación (Bewley y Black, 1994).
 En algunas especies se ha observado que para obtener mayores 
porcentajes de conversión y plantas de mejor calidad a partir 
Figura 8. Inducción (A), multiplicación de tejidos embriogénicos (B) y desarrollo de 
enbriones somáticos de ñame (C) Dioscorea sp.
A B C
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de los embriones somáticos desarrollados, es conveniente el 
tránsito a través de un estado de maduración, el cual busca 
producir cambios similares a los que ocurren en los embriones 
[JHØUJDPTEVSBOUF MB GBTFEFEFTBSSPMMPmTJPMØHJDPQPTUFSJPSB MB
embriogénesis y previa a la liberación de la semilla (Witjaksono y 
Litz, 1999b).
 En el estado de maduración, los embriones somáticos son 
transferidos a un medio de cultivo semi sólido con una formulación 
tal que genere un cierto grado de estrés favoreciendo de este modo 
la acumulación de proteínas de resistencia y de transformación 
de reservas nutricionales. Los compuestos mas comunmente 
utilizados para lograr estas condiciones son el ácido absícico 
(ABA) y los agentes reguladores del potencial osmótico del 
medio de cultivo (sorbitol, altos niveles de sacarosa, D-mannitol) 
	"NNJSBUP;JNNFSNBO

t Conversión:-BDPOWFSTJØOTFEFmOFDPNPFMQPSDFTPQPSNFEJP
del cual un embrión somático da origen a una planta y coincide 
con el suministro de las condiciones que simulan el proceso de 
germinación de semillas.
Figura 9. Recuperación de una planta de aguacate (Persea americana) a partir de 
un embrión somático.
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 Para promover la conversión, el medio de cultivo es suplementado 
con cantidades relativamente altas de ácido giberélico (GA3), el 
DVBMTFIBPCTFSWBEPBVNFOUBTJHOJmDBUJWBNFOUFTVDPOUFOJEPFO
la etapa previa al proceso de germinación de semillas e induce el 
crecimiento de la radícula y la plúmula a partir de los meristemos 
radical y apical, respectivamente, presentes en los embriones 
somáticos  (Witjaksono y Litz, 1999b).
 El proceso de desarrollo estructural de los embriones somáticos 
puede presentar fallas que algunas veces resultan frecuentes. 
Ciertos embriones somáticos producen solamente ápices 
caulinares o raíces, e incluso en algunos casos carecen de ambos 
ØSHBOPTDVBOEPMBQSPEVDDJØOEFNFSJTUFNPTBQJDBMFTGBMMBMBT
posibilidades de recuperación de plantas son prácticamente 
nulas, mientras que cuando hay formación de yemas y elongación 
caulinar sin formación de raíces, los tallos producidos pueden ser 
utilizados como explantes para realizar micropropagación a partir 
de meristemos pre-existentes. Igualmente, la formación de ápices 
caulinares permite la utilización de microinjertación en plántulas 
recién germinadas (Raharjo y Litz, 2008).
 Cuando el embrión produce ambos meristemos y se logra 
recuperar una planta con sus partes aerea y radical completa, 
la adaptación de ésta se realizará de acuerdo con lo descrito 
en el estado IV (adaptación a condiciones ex vitro) del proceso 
de micropropagación a partir de explantes con meristemos pre-
existentes.  
 La micropropagación a través de la embriogénesis somática 
tiene algunas ventajas al compararse con los otros métodos de 
micropropagación vegetal. El uso de bioreactores para multiplicar 
embriones somáticos y posteriormente convertirlos en plantas 
puede hacer posible la producción de grandes cantidades de 
nuevos individuos en períodos de tiempo más cortos y espacios 
bastante reducidos, la presencia de ambos meristemos, apical 
y radical, en una misma estructura permite obviar el estado III 
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de la micropropagación (enraizamiento), y el almacenamiento 
de germoplasma en forma de cultivos embriogénicos es una 
técnica que ahorra grandes esfuerzos y aumenta las cantidades 
almacenables de recursos genéticos. Adicionalmente, la 
producción de embriones somáticos es una herramienta biológica 
de gran aplicación en trabajos de investigación en las áreas de 
HFOÏUJDBDFMVMBSmTJPMPHÓBCPUÈOJDBZFOMBQSPEVDDJØOEFQMBOUBT
HFOÏUJDBNFOUFNPEJmDBEBT	-JU[Z(SBZ

 A pesar de sus bondades, la embriogénesis somática no es un 
método común de producción comercial de plantas debido a la 
presencia de algunos aspectos limitantes. Los porcentajes de 
conversión de embriones somáticos en plantas son bajos (<50%) 
comparados con los estándares mínimos de semillas sexuales 
(>90%), lo cual incrementa considerablemente el costo de la 
unidad de producción. La formación de embriones deformes y 
con variabilidad de tamaño afecta la homogeneidad de las plantas 
producidas, y los tejidos embriogénicos pierden rápidamente el 
QPUFODJBMQBSBEFTBSSPMMBSFNCSJPOFTBEJDJPOBMNFOUFFMNBOFKPEF
los embriones somáticos por la falta de cubiertas protectoras, los 
hacen altamente susceptibles a los daños mecánicos y la pérdida 
rápida de humedad. Finalmente, la embriogénesis somática es 
uno de los métodos de propagación que induce mayores niveles 
de variación genética en las plantas recuperadas.
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6.  SUSPENSIONES CELULARES
 6OBTVTQFOTJØODFMVMBSFT MBQSPMJGFSBDJØOEFBHSFHBEPTDFMVMBSFT
que crecen dispersos en un medio líquido en constante movimiento 
QPSMBBDDJØOEFVOBHJUBEPSPSCJUBMZRVFTPOJOJDJBEBTNFEJBOUFMB
JOPDVMBDJØOEFQPSDJPOFTEFDBMMPGSJBCMFPUFKJEPTFNCSJPHÏOJDPT
 El cultivo de células en suspensiones celulares ha permitido no 
TPMPBMDBO[BSBMUBTUBTBTEFQSPMJGFSBDJØOTJOPFODPOUSBSVOBOVFWB
QFSTQFDUJWBEFVTPB MPTTJTUFNBTWFHFUBMFT6OFKFNQMPEFFTUB
BQMJDBDJØOFTFMVTPEFDVMUJWPTDFMVMBSFTDPNPCJPGÈCSJDBTQBSBMB
QSPEVDDJØO EFNFUBCPMJUPT TFDVOEBSJPT QSPEVDUPTNFEJDJOBMFT Z
polímeros industriales (Sauerweine et al., 1992).
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6.1  Material vegetal
 Los tejidos utilizados para iniciar las suspensiones celulares son 
inducidos a partir de explantes cultivados inicialmente en medios 
de cultivo semisólidos suplementados con cantidades variables 
de reguladores de crecimiento, dependiendo del tejido de callo o 
embriogénico que se desea obtener. El medio de cultivo utilizado 
para la multiplicación inicial del material debe estar formulado para 
promover la multiplicación celular evitando el desarrollo completo de 
organogénesis o embriogénesis.
 La cantidad de inóculo para iniciar una suspensión celular depende 
de la capacidad del recipiente y la cantidad de medio utilizado. El 
medio inoculado es inmediatamente colocado en un agitador orbital 
a una velocidad que permita mantener a los tejidos celulares en 
suspensión sin decantarse (30 - 150 rpm y 4 a 8 cm de radio en 
movimiento orbital). Este mecanismo permite alcanzar altas tasas de 
multiplicación, debido al choque permanente entre los agregados y 
de estos contra las paredes del recipiente. Una vez separados, los 
nuevos agregados se convierten en origen de nuevos cúmulos de 
células que actúan como reacciones en cadena para mantener una 
proliferación celular continua.
 El movimiento orbital, y la fuerza centrífuga que este genera, 
permite la introducción permanente de aire en el medio, el cual es 
necesario para la supervivencia de las células y aumentar las tasas 
de multiplicación, al tiempo que permite un contacto más uniforme 
de todas las células con el medio  propiciando un crecimiento más 
sincronizado de las mismas.
6.2  Fases de un cultivo en suspensión celular
 Al igual que toda población celular, los agregados cultivados 
en una suspensión incrementan en número y tamaño como una 
consecuencia de la división y elongación en función de la asimilación 
de nutrientes presentes en el medio de cultivo. En la medida en que 
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los nutrientes del medio comienzan a agotarse, o dejan de estar 
disponibles, y el espacio entre las células se hace mas restringido, 
el ritmo de crecimiento del cultivo se reduce y la división celular se 
hace más lenta hasta que este se detiene por completo y los tejidos 
mueren (Szabados et al., 1993).
 La sucesión de fases que se suceden en el cultivo de una suspensión 
DFMVMBS EFCFO DBSBDUFSJ[BSTF DPO FM mO EF FWJUBS RVF MPT UFKJEPT
alcancen la senescencia y promover la multiplicación cíclica de los 
tejidos para incrementar las tasas de proliferación celular (Salgado 
y Suárez, 2012).
 Fase de reposo
 También conocida con el nombre de fase de retraso,  sucede cuando 
las células, independientemente de provenir de un explante recién 
inducido o de un cultivo previo en suspensión, son transferidas a un 
medio de cultivo fresco para iniciar el crecimiento.
 El medio de cultivo fresco se caracteriza porque posee una alta 
disponibilidad de nutrientes, tiene un pH relativamente bajo y 
no contiene compuestos liberados por las células. Estos factores 
interactuan con una baja población de células recién transferidas 
que muestran su falta de adaptación a las nuevas condiciones 
ambientales, entrando en una condición de letargo o multiplicación 
celular muy lenta parecida a un estado de reposo.
 Fase exponencial
 Una vez las células se han adaptado a las condiciones del medio, 
aprovechan todas las condiciones ambientales favorables (medio 
con alta disponibilidad de nutrientes y amplio espacio físico) para 
llevar a cabo procesos acelerados de división celular alcanzando 
un ritmo exponencial de multiplicación que se convierte en la mayor 
velocidad de proliferación en todo el ciclo.
 Fase lineal
 Debido a las condiciones aun favorables de nutrición y espacio en el 
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medio, la división celular continúa de forma rápida aunque la velocidad 
de esta se reduce con respecto a la de la fase exponencial. Como 
resultado de la asimilación de los nutrientes presentes en el medio, las 
células multiplicadas aumentan de tamaño provocando una reducción 
en el espacio y disminución en la disponibilidad de nutrientes.
 Fase de desaceleración  
 En esta fase disminuye la velocidad de crecimiento y multiplicación 
como resultado de la reducción en la disponibilidad de nutrientes 
del medio y el aumento de la población celular. La expansión y el 
aumento de tamaño individual de las células también se reducen y 
las células comienzan a mostrar signos de estrés.
 Fase estacionaria
 5SBT TVGSJS VOB EJTNJOVDJØO TJHOJmDBUJWB FO TV WFMPDJEBE DPNP
resultado de la poca disponibilidad de nutrientes y la superpoblación 
EFDÏMVMBTFOFMNFEJPMBEJWJTJØODFMVMBSTFEFUJFOFDPNQMFUBNFOUF
de forma adicional, las células reducen su volumen celular y los altos 
niveles de estrés propician la liberación de compuestos fenólicos 
que causan incluso la muerte de otras células con los cual se inicia 
la senescencia del cultivo.
 La sucesión de las fases de un cultivo en suspensión puede darse 
de forma variable con relación al tiempo dependiendo de la especie, 
FJODMVTPEFMHFOPUJQP-BmHVSBNVFTUSBMBTEJGFSFOUFTFUBQBTRVF
se suceden con respecto al aumento de volumen de un cultivo en 
suspensión consistente de tejidos embriogénicos de cuatro cultivares 
EFBHVBDBUFFOVONFEJPMÓRVJEP-BmHVSBNVFTUSBRVFBVORVFIBZ
una diferencia del volumen celular, las fases ocurren de forma más 
o menos simultanea en el tiempo. La etapa de reposo abarcando los 
primeros cuatro días, las fases de crecimiento exponencial y lineal 
FYUFOEJÏOEPTFEFTEFFMmOBMEFMBQSJNFSBTFNBOBZUSBOTDVSSJFOEP
IBTUBFM mOBMEF MB TFHVOEB TFNBOBNJFOUSBTRVF MB GBTF mOBM P
estacionaria ocurre entre la tercera y cuarta semana.
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 El cultivo de tejidos mediante el uso de suspensiones celulares 
CVTDB BVNFOUBS EF GPSNB TJHOJmDBUJWB MBT UBTBT EF QSPMJGFSBDJØO
DFMVMBSTJOFNCBSHPTJTFQFSNJUFRVFFMDVMUJWPUSBOTJUFBMPMBSHPEF
las cuatro fases de crecimiento, al llegar a la etapa estacionaria las 
células estarán muertas o en condiciones desfavorables para iniciar 
nuevamente una proliferación de una manera acelerada. Por lo tanto, 
para mantener altos niveles de multiplicación, es preciso, transferir 
MPTDVMUJWPTBVONFEJPGSFTDPBMmOBMEFMBGBTFFYQPOFODJBMPJOJDJP
de la fase lineal para alcanzar un rápido crecimiento, uniformidad 
EFMDVMUJWPZWJBCJMJEBEEF MBNBZPSÓBEF MBTDÏMVMBT 	4USFFU
Nover et al., 1982).
 Otro aspecto crítico para obtener altas tasas de proliferación en 
ciclos continuos de cultivo de suspensiones celulares es el tamaño 
del inóculo. Cuando la fuente del inóculo es una suspensión que 
Figura 10. (SÈmDB EFM DSFDJNJFOUP EF TVTQFOTJPOFT DFMVMBSFT EF DVBUSP MÓOFBT
embriogénicas de aguacate (Suárez, 2003).
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se encuentra en la fase exponencial, se debe utilizar una dilución 
	WW
NJFOUSBTRVFDVBOEPFMJOØDVMPFTUPNBEPBQBSUJSEFVOB
suspensión en fase lineal (aproximadamente una semana después 
de la fase exponencial) la dilución debe ser 1:10 para no sobresaturar 
la suspensión (Chawla, 2003).
6.3  Medición del crecimiento en suspensiones celulares
 El crecimiento de las células en el medio líquido es una variable 
de gran importancia cuando se busca ajustar protocolos para el 
uso de las suspensiones celulares como una herramienta para la 
micropropagación, adaptación de especies a condiciones in vitro, 
selección de variantes in vitro u otro estudio a nivel celular.
 Algunas de las variables que se pueden utilizar como indicadores de la 
variación del crecimiento en una suspensión celular son el incremento 
en el número de células por milímetro cuadrado (mm2), el aumento del 
peso fresco de los tejidos proliferados o el incremento en el volumen 
de precipitados celulares. Para cada una de las medidas anteriores 
es necesario registrar un valor inicial contra el cual se va a comparar 
el aumento de los tejidos en el medio de cultivo (Suárez, 2003).
 El incremento del número de células se registra utilizando un 
microscopio y la tinción de las células con azul de metileno. Una 
muestra del cultivo celular (ya sea completo o diluido), es colocada 
en el objetivo de un microscopio con un fondo milimetrado. El dato 
se obtiene contando el número de células que se encuentren por 
milímetro cuadrado.
 El aumento del peso fresco se determina registrando el valor de 
la masa fresca de tejidos presentes en cada unidad de muestreo. 
Antes del pesaje, los tejidos deben ser separados del medio a traves 
EFVOQBQFMmMUSPFOKVBHBEPTDPOBHVBEFTUJMBEBZBJSFBEPTFOFM
interior de la cámara para eliminar la humedad.
 El incremento del volumen de precipitados celulares es uno de los 
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métodos mas usados para determinar el crecimiento celular. El 
contenido total del cultivo (medio más tejidos) es depositado en un 
cilindro graduado permitiendo que se decanten las células. Si la 
suspensión es tan densa que no permite la decantación espontanea, 
el uso de una centrífuga a muy bajas revoluciones ayuda a separar 
MBTGBTFTTJOEFUFSJPSBSMBTDÏMVMBT&MEBUPmOBMTFPCUJFOFSFHJTUSBOEP
el valor en mililitros del contenido de células decantadas.
 Las suspensiones celulares son un método práctico de mantener 
tejidos vegetales al nivel celular, y un protocolo de cultivo de tejidos 
de gran importancia en ciertas áreas como la propagación clonal 
masiva de plantas, la transformación genética, la conservación de 
germoplasma in vitro, modelo para estudios de genética celular, 
mTJPMPHÓBCJPMPHÓBNPMFDVMBSFUDZÞMUJNBNFOUFFOMBQSPEVDDJØOEF
metabolitos secundarios.
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7.  CONSERVACIÓN DE GERMOPLASMA IN VITRO
 -BCÞTRVFEBEFGVFOUFTEFWBSJBDJØOZBTFBONFKPSBEBTPTJMWFTUSFT
para llevar a cabo programas de mejoramiento genético vegetal es 
una actividad costosa y, una vez obtenidas, estas fuentes deben ser 
conservadas en colecciones denominadas bancos de germoplasma 
(Roca et al., 1993).
 El objetivo principal de los bancos de germoplasma es el de garantizar 
la disponibilidad de recursos genéticos al momento que estos se 
necesiten para siembra o generar variabilidad en una determinada 
especie. En aquellas especies donde el principal método de 
QSPQBHBDJØO FT EF UJQP TFYVBM NFEJBOUF MB TJFNCSB EF TFNJMMBT
PSUPEPYBT MB GPSNBNÈTDPOWFOJFOUFEF BMNBDFOBSHFSNPQMBTNB
es a través del almacenamiento de semilla deshidratada (5 - 8% de 
humedad) a bajas temperaturas (<10 °C) y baja humedad relativa 
(Bewley y Black, 1994).  
 &YJTUF VO HSVQP EF FTQFDJFT FO MBT DVBMFT MB DPOTFSWBDJØO EF
germoplasma mediante el almacenamiento de semilla no es posible 
debido a que, entre otros factores, algunas no producen semilla 
WJBCMFMBTTFNJMMBTRVFQSPEVDFOTPOSFDBMDJUSBOUFTMBSFQSPEVDDJØO
TFYVBM HFOFSB BMUPT OJWFMFT EF WBSJBCJMJEBE HFOÏUJDB Z BMHVOBT
producen semillas con cotiledones carnosos que se deterioran 
SÈQJEBNFOUF EFCJEP B MPT BUBRVFT EF QBUØHFOPT 1PS FTUBT Z
NVDIBTPUSBTSB[POFTFTUBTFTQFDJFTTFQSPQBHBOFYDMVTJWBNFOUF
a través de métodos vegetativos, lo que trae como consecuencia 
que el almacenamiento del germoplasma se realice mediante el 
establecimiento de colecciones in vivo (Malice y Baudoin, 2009).
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 El almacenamiento de germoplasma in vivo presenta ciertos 
inconvenientes entre los que se cuentan el uso de terrenos costosos y 
FYUFOTPTMBTQMBOUBTBMNBDFOBEBTSFRVJFSFOEFVONBOFKPBHSPOØNJDP
ØQUJNPFTUÈOFYQVFTUBTBMBUBRVFEFJOTFDUPTQMBHBTFOGFSNFEBEFTZ
desastres naturales, tienden a deteriorarse en la medida que aumenta 
MB FEBE Z BMHVOBTEFCFO TFS USBOTQMBOUBEBTQFSJØEJDBNFOUF DPNP
consecuencia de su ciclo de vida anual o bianual.
 Para especies vegetales cuyo material genético debe conservarse 
in vivo, el almacenamiento en condiciones in vitro surge como una 
alternativa para superar las limitantes anteriormente descritas. 
En condiciones in vitro, el almacenamiento se realiza a pequeña 
escala, lo cual evita los gastos del terreno, se pueden conservar 
FTQFDJFT RVF FTUÈO FO QFMJHSP EF FYUJODJØO Z QPS NFEJP EF MB
NJDSPQSPQBHBDJØO TBDBSMBT EF FTUF FTUBEP FT QPTJCMF QSPQBHBS
QMBOUBTRVFOPTFQVFEFOSFQSPEVDJSQPSWÓBTFYVBMTFSFEVDF MB
velocidad de crecimiento, las plantas se mantienen libres del ataque 
EFQMBHBTZQBUØHFOPTZMPTDVMUJWPTOPTPOUBOWVMOFSBCMFTBSJFTHPT
por catástrofes ambientales (Engelmann, 1998).
 El almacenamiento en condiciones in vitro, se puede realizar de 
dos formas: mediante el cultivo en crecimiento lento o mediante la 
DSJPDPOTFSWBDJØO
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7.1  Almacenamiento por crecimiento lento
 Consiste en cultivar in vitro el material vegetal bajo condiciones que 
reducen su crecimiento y proliferación sin afectar la supervivencia 
del mismo. La conservación puede realizarse en diversos tejidos y 
órganos como células de callo, cultivos embriogénicos, meristemos, 
tejidos diferenciados e incluso plantas micropropagadas.
 Las condiciones de cultivo para los tejidos bajo el método de 
crecimiento lento se caracterizan por medios con baja concentración 
de sales, alto potencial osmótico y temperaturas relativamente bajas 
(<10 °C), que ayudan a reducir la disponibilidad de nutrientes y 
disminuyen la velocidad de las reacciones internas de los tejidos 
vegetales, lo cual conduce a los tejidos a un estado cercano al 
SFQPTPUPUBM	4VÈSF[4VÈSF[FUBM

 Las condiciones para el almacenamiento in vitro mediante cultivo 
lento, deben conducir a subcultivar el material vegetal en rangos 
de tiempo de seis meses a un año sin afectar la viabilidad de los 
tejidos ni las tasas de crecimiento y desarrollo del material una vez 
transferido a condiciones ideales de cultivo.
7.2  Crioconservación
 &TUBUÏDOJDBTFSFmFSFBMBMNBDFOBNJFOUPEFUFKJEPTFOQSFTFODJBEF
ultra bajas temperaturas que se obtienen con la ayuda materiales y 
equipos como el dióxido de carbono sólido (-79 ºC), ultracongeladores 
(-80 ºC), vapor de nitrógeno (-150 ºC) o nitrógeno líquido (-196 ºC) 
que someten a los tejidos vegetales a un estado vivo de completa 
inactividad (González-Benito et al., 2004).
 El propósito de la crioconservación es la de conseguir la 
TPMJEJmDBDJØOEFM MÓRVJEPDFMVMBSFMDVBMTFDPOHFMBQPSEFCBKPEF
-68 ºC, y el mantenimiento de la viabilidad de los tejidos después de 
ser extraídos de las condiciones de conservación. Esta última va a 
depender de la capacidad que posea el genotipo a conservar para 
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TPQPSUBSMBTCBKBTUFNQFSBUVSBTZFTUBBTVWF[FTUÈBTPDJBEBDPO
la facilidad de las células del mismo mismo para formar cristales en 
el protoplasma que dañan las membranas de los organelos.
 Para ejecutar un proceso de crioconservación, se debe tomar en 
consideración variables como el tejido que se va a crioconservar 
y su preparación, la aplicación de un tratamiento para resistir las 
bajas temperaturas (crioprotección), el método de congelación, la 
forma de descongelarlo y la evaluación de la viabilidad después de 
la crioconservación.
 Selección del tejido
 El tejido que se desea crioconservar puede ser tomado de cualquier 
ØSHBOPEFMBQMBOUBTJOFNCBSHPTFEFCFUFOFSFODVFOUBRVFÏTUF
WBBUFOFSNBSDBEBJOnVFODJBFOMBFmDJFODJBEFMQSPDFTP
 Los mejores tejidos para crioconservación son meristemos y 
FNCSJPOFTFOFTUBEPTUFNQSBOPTEFEFTBSSPMMPBNCPTDPOTUJUVZFO
estructuras desarrolladas que contienen puntos de crecimiento 
organizados, los cuales favorecen la tolerancia a las bajas 
temperaturas y facilitan reasumir el crecimiento al momento de ser 
retirados del estado de congelación.
 La crioconservación de tejidos compuestos por células friables (callo 
Z UFKJEP FNCSJPHÏOJDP
 OP FT SFDPNFOEBCMF TJO FNCBSHP EF TFS
necesaria su realización, es conveniente tomar los tejidos de callo 
o masas proembriogénicas de crecimiento reciente en medios semi 
sólidos, o a partir de suspensiones celulares en la fase estacionaria 
o exponencial temprana. En ambos casos se deben evitar los 
tejidos provenientes de suspensiones en estados avanzados, con 
tonalidades marrón producto de la emisión de fenoles y  estructuras 
altamente hidratadas, ya que estos tienen una menor capacidad de 
soportar las bajas temperaturas (Efendi y Litz, 2003).
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 Preparación del material vegetal
 Los dos aspectos que causan daños severos e irreparables a las 
células durante el congelamiento son la formación de cristales de 
hielo, que rompen las membranas de los organelos y la estructura 
de la célula en general, y las altas concentraciones intracelulares 
de solutos, que alcanzan niveles tóxicos debido a la deshidratación 
celular. Por esta razón, es conveniente que una vez se haya 
obtenido el tejido que se va a crioconservar, debe ser tratado 
DPO FM mO EF JOEVDJS DJFSUP HSBEP EF UPMFSBODJB QBSB TPQPSUBS MBT
bajas temperaturas presentes durante el almacenamiento. De los 
tratamientos que se recomiendan se pueden mencionar el uso de 
medios de cultivo con reducción en la concentración de nutrientes, 
almacenamiento de los tejidos a temperaturas entre 4 °C y 7 °C por 
una semana y disminución de la hidratación de los tejidos mediante 
NPEJmDBDJØOEFMQPUFODJBMPTNØUJDPEFMNFEJP
 Pasado el período de preacondicionamiento, la protección de los 
tejidos contra las bajas temperaturas se logra mediante la adición 
de sustancias denominadas crioprotectores, los cuales tienen como 
función evitar la formación de cristales y disminuir los niveles de 
deshidratación intracelular. Algunos de los productos crioprotectores 
usados con mayor frecuencia en el almacenamiento de germoplasma 
vegetal son el glicerol, el sulfóxido de dimetilo (DMSO), las acetamidas, 
la sacarosa, la manosa, la polyvinilpyrrilidona (PVP) y la prolina.
 La protección se efectúa generalmente colocando las estructuras 
vegetales dentro de un tubo diseñado para soportar bajas 
temperaturas (criotubo), el cual es adicionado con la solución de 
crioprotector garantizando que el tejido quede completamente 
inmerso en la solución crioprotectora.
 Almacenamiento
 Las temperaturas a emplear en el almacenamiento pueden ir de 
-80 ºC (congeladores) a -196 ºC (nitrógeno líquido) dependiendo 
de la disponibilidad de recursos y equipos. Aunque lo ideal es 
que las temperaturas de almacenamiento se mantengan entre 
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-150 ºC a -196 ºC, los cambios bruscos de temperatura pueden 
SFTVMUBSDBUBTUSØmDPTSB[ØOQPSMBDVBMMBFTUBCJMJEBEEFMHSBEPEF
temperatura es tan importante como la temperatura misma (Varghese 
et al., 2008).
 Una vez se ha adicionado el crioprotector, los tejidos pueden ser 
almacenados a la temperatura deseada de forma lenta, rápida 
o combinando un período lento con uno rápido. El método de 
congelamiento lento, implica que los tejidos son sometidos a una 
disminución de temperatura de forma gradual desde la temperatura 
ambiente hasta alcanzar los -100 ºC, para posteriormente proceder 
a colocar los tubos con el material dentro del nitrógeno líquido. Este 
método es aplicado cuando se cuenta con sistemas automatizados 
para controlar la disminución de temperatura.
 El método lento de congelación  favorece una mayor deshidratación 
intracelular, lo que ayuda a disminuir la posibilidad de formación de 
cristales dentro de la célula. Se ha utilizado en la conservación de 
meristemos apicales de arvejas, fresas, papa y yuca (Sarkar y Naik, 1998).
 El método rápido de congelación consiste en colocar los tubos 
con el material de forma directa en nitrógeno líquido ocasionando 
un congelamiento inmediato. Esta forma de congelación reduce 
considerablemente la formación de cristales y permite la utilización 
de otras fuentes de bajas temperaturas como el hielo seco (CO2) en 
lugar de nitrógeno líquido.
 El método combinado de congelación se aplica realizando una 
disminución lenta de la temperatura desde la temperatura ambiente 
hasta los -40 ºC, seguida por la introducción de los tubos con los 
tejidos en nitrógeno líquido.
 Descongelamiento
 Una vez extraídos de la congelación, los  tubos deben ser colocados 
inmediatamente en agua a una temperatura de 35 - 45 ºC con 
agitación permanente hasta que el hielo del interior se descógele 
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completamente. Al desaparecer el hielo, los tubos deben ser 
colocados en agua a una temperatura de 20 - 25 ºC por varios 
minutos para enfriar sus paredes y evitar daños en los tejidos.
 Los tejidos deben ser removidos de la solución crioprotectora y 
enjuagados con agua estéril o medio de cultivo antes de colocarlos 
en el medio de cultivo para reanudar su crecimiento.
 Determinación de la viabilidad y regeneración de plantas
 El propósito principal de la crioconservación es mantener la viabilidad 
de los tejidos después del período de almacenamiento a bajas 
UFNQFSBUVSBTQPSMPRVFFTOFDFTBSJPWFSJmDBSMBTVQFSWJWFODJBEF
MPTUFKJEPTZMBTDÏMVMBTVOBWF[mOBMJ[BEP
 El mas común de los métodos de medición de la viabilidad de células 
vegetales consiste en la tinción con tetrazolio (2,3,5-trfeniltetrazolio). 
Las células viables mantienen niveles de respiración por la actividad 
NJUPDPOESJBM BM TFS USBUBEBT DPO UFUSB[PMJP FTUBT BERVJFSFO VOB
coloración roja debido a la reducción que hacen del producto las 
enzimas deshidrogenadas (presentes en las mitocondrias) convirtiendo 
el producto en fenilformazán, consistiendo la tinción en un indicativo 
de la actividad respiratoria y por lo tanto de viabilidad celular.
 Una vez se ha determinado que los tejidos son viables, estos deben ser 
inoculados en medios cultivo con la formulación óptima para reactivar 
el crecimiento y la recuperación de las plantas (Efendi, 2003).
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8.  CULTIVO DE PROTOPLASTOS
 -BQBSFEDFMVMBSQSPQPSDJPOBQSPUFDDJØOZTPQPSUFFTUSVDUVSBMBMBDÏMVMB
convirtiéndose en una barrera que impide la transferencia física de 
NPMÏDVMBTZPUSPTDPNQPOFOUFTEFTEFFMFYUFSJPSIBDJBFMDJUPQMBTNB
 El término protoplasto fue adopado por Hanstein en 1980 para 
designar la materia viva rodeada de una membrana celular vegetal. 
1PSMPUBOUPVOQSPUPQMBTUPTFSFmFSFBUPEPFMDPOUFOJEPQSFTFOUFFO
una célula vegetal sin incluir su pared celular.
 -B SFNPDJØO EF MB QBSFE DFMVMBS QBSB PCUFOFS QSPUPQMBTUPT GVF
obtenida por primera vez por Klercker (1982) a través de métodos 
microquirúrgicos en células plasmolizadas con rendimientos muy 
bajos (poco número de células sanas). Posteriormente, con el 
aislamiento de la enzima celulasa, que actúa sobre la celulosa, del 
IPOHP .ZSPUIFDJVN WFSSVDBSJB TF JOJDJØ FM VTP EF FO[JNBT QBSB
SFPNPWFS MB QBSFE DFMVMBS MB DVBM TF DPOWJSUJØ FO MB GPSNB NÈT
VUJMJ[BEBQBSBMMFWBSBDBCPMBPCUFODJØOEFQSPUPQMBTUPT
 Los protoplastos han sido de gran utilidad en estudios de cultivo de 
UFKJEPTBTÓDPNPUBNCJÏOFOMBBQMJDBDJØOEFUÏDOJDBTEFGVTJØOQBSB
QSPEVDJSIÓCSJEPTTPNÈUJDPT JOTFSDJØOEF"%/GPSBOFPFODÏMVMBT
FTUVEJPTEFHFOPNBTTBUÏMJUFTFJOUFSBDDJØODPOmUPQBUØHFOPT
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8.1  Aislamiento y multiplicación de los protoplastos
 Tejido vegetal
 A pesar de haberse aislado de una gran variedad de células 
provenientes de tejidos de hojas, pecíolos, meristemos apicales, 
raíces, frutos, coleóptilos, tallos, embriones, microsporas, callo 
Z TVTQFOTJPOFT DFMVMBSFT EF VO HSBO OÞNFSP EF FTQFDJFT MBT
FWBMVBDJPOFT SFBMJ[BEBTQFSNJUFOBmSNBSRVFFMNFKPS UFKJEPQBSB
MB FYUSBDDJØO EF QSPUPQMBTUPT MP DPOTUJUVZF FM NFTØmMP EF IPKBT
expandidas de plantas jóvenes y cultivos in vitro compuestos 
por células friables, ya que en estos las células no se encuentran 
fusionadas, permitiendo una mayor penetración y funcionamiento de 
las enzimas.
 Las hojas seleccionadas para extraer los protoplastos deben ser 
FTUFSJMJ[BEBT TVQFSmDJBMNFOUF MB TFDDJØO BCBYJBM 	FOWÏT
 EF MB
epidermis debe ser removida y posteriormente la lamina foliar 
debe seccionarse en pequeñas laminas. Cuando se utilizan callos 
o cultivos embriogénicos se deben seleccionar tejidos jóvenes, 
friables y sin alto contenido de humedad, lo que ha demostrado 
favorecer mejores rendimientos (Rahmani et al., 2016).
 Remoción de la pared celular
 La pared celular está constituida por celulosa, hemicelulosa y 
pectinas. De acuerdo con esta composición, existen dos tipos de 
FO[JNBTRVFTPOVUJMJ[BEBTQBSBPCUFOFSMPTQSPUPQMBTUPTMBDFMVMBTB
aislada comercialmente de los hongos Trichoderma reesei y T. viride, 
la cual se encarga de digerir las capas de celulosa y hemicelulosa, 
y la pectinasa, aislada de hongos del género Rhizopus, que 
FTQFDÓmDBNFOUFBDUVBEFHSBEBOEPMBTQFDUJOBT	-JU[FUBM

 Durante el proceso de digestión enzimática, las pectinasas y 
celulasas pueden aplicarse de forma individual para digerir primero 
la lámina media (pectinas) y posteriormente degradar la pared 
celular (celulasa), respectivamente. Sin embargo, usualmente ambas 
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enzimas se aplican de forma simultanea, lo cual reduce el tiempo, el 
número de manipulaciones y los riesgos de contaminación.
 Potencial osmótico
 Además de actuar como una barrera física, la pared celular funciona 
también como una cubierta que mantiene el protoplasma celular 
DPOmOBEPFOVOEFUFSNJOBEPFTQBDJP-PTQSPUPQMBTUPTTFQBSBEPT
de su pared celular pueden aumentar su tamaño causando la ruptura 
de la membrana celular y la pérdida del contenido citoplasmático. 
Para contrarrestar esta situación, la presión ejercida por la pared 
celular debe ser reemplazada con una adecuada presión osmótica 
en el medio.
 La disminución del  potencial osmótico del medio puede obtenerse 
mediante la adición de diferentes compuestos, entre los que se 
incluyen los carbohidratos tales como manitol, sorbitol, glucosa, 
GSVDUPTB HBMBDUPTB Z TBDBSPTB TBMFT DPNP DMPSVSP EF QPUBTJP
cloruro de calcio y sulfato de magnesio. El uso de uno u otro regulador 
del potencial osmótico va a depender de las evaluaciones previas, 
observándose que en algunas especies el manitol y el sorbitol 
son los más utilizados en la etapa de aislamiento. En la etapa de 
multiplicación se dice que es conveniente utilizar una combinación 
de compuestos metabolicamente inactivos (manitol) con aquellos 
activos como la sacarosa, debido a que esta última puede ayudar a 
un mejor crecimiento y adaptación de las células (Chawla, 2003).
 Separación de los protoplastos
 Para proceder a la separación los protoplastos del resto de los 
componentes del tejido vegetal, se debe preparar una solución 
compuesta por sales  (CaCl2, KH2PO4, MgCl2), las enzimas diluidas 
EFBDVFSEPDPOMBTFTQFDJmDBDJPOFTEFMGBCSJDBOUFVOSFHVMBEPSEF
pH, el medio de cultivo donde se van a cultivar los protoplastos y el 
regulador del potencial osmótico.
 Una porción del tejido vegetal (aproximadamente 100 mg) se coloca 
en un recipiente (caja de Petri 50 x 12 mm) conteniendo 10 ml de la 
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solución enzimática. La mezcla debe almacenarse en la oscuridad 
con agitación lenta (50 rpm) por un tiempo variable (3 - 20 horas) 
que va a depender de la especie y el tejido utilizado. Una vez 
transcurrido el tiempo de digestión de la pared celular, la mezcla 
debe someterse a varios ciclos continuos enjuague, centrifugación 
y decantación, utilizando la misma solución, sin la presencia de las 
enzimas, para separarlos de los residuos de los tejidos.
 Densidad y cultivo
 La densidad de población de los protoplastos en el medio afecta 
de forma directa la supervivencia y capacidad de multiplicación 
de las células. Las evaluaciones realizadas han calculado que las 
densidades ideales deben estar entre 5 x 103 y 5 x 106 protoplastos 
ml-1	4[BCBEPT$IBXMB

 Los protoplastos pueden cultivarse en medios líquidos o semi 
sólidos. En algunos casos se puede alternar la consistencia del 
medio, utilizando un medio líquido para permitir el desarrollo de la 
pared celular y la posterior transferencia a un medio semisólido para 
la proliferación de las células. Cuando se utiliza medio líquido, lo más 
adecuado es colocar gotas (50 a 250 µL) de la suspensión en cajas 
EF1FUSJFTUBTQVFEFOTFSDPMPDBEBTTPCSFVOBmOBDBQBEFNFEJP
semi sólido. Para el cultivo en medio semi sólido es conveniente 
mezclar la suspensión de protoplastos con capas de medio de 
DVMUJWPRVFOPIBZBOBMDBO[BEPBTPMJEJmDBSDPNQMFUBNFOUF5BOUP
en medio líquido como en medio semisólido, los cultivos deben 
ser colocados en condiciones de completa oscuridad, ya que la 
incidencia de luz ocasiona la muerte de los protoplastos.
 Formación de la pared celular y recuperación de plantas
 Una vez aislados, el proceso de regeneración de la pared celular es 
relativamente rápido. La pared celular primaria comienza a formarse 
en los protoplastos después de las primeras 8 a 24 horas de cultivo, 
y se completa en un período de varios días, ocurriendo de forma 
simultánea un aumento del volumen celular.
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 La división celular se inicia en la primera semana de cultivo y entre 
la primera y tercera semana comienzan a observarse a simple vista 
las primeras colonias de células. Tan pronto como las primeras 
DPMPOJBTTFIBDFOWJTJCMFTFMNFEJPEFCFTFSNPEJmDBEPFMJNJOBOEP
el regulador osmótico, a lo que los protoplastos responden con un 
crecimiento acelerado.
 La vía morfogenética a seguir, organogénesis o embriogénesis 
somática, va a depender del tejido calloso o embriogénico que 
se forme, el cual a su vez depende de las condiciones que se 
suministren en el medio de cultivo.
8.2. Aplicaciones del aislamiento y cultivo de protoplastos
 
 El aislamiento y cultivo de protoplastos no es utilizado como 
una técnica de producción masiva de plantas debido a su baja 
FmDJFODJB OVNÏSJDB Z SJFTHPT EF WBSJBDJØO TPNBDMPOBM FO MBT
QMBOUBT SFDVQFSBEBT FTUP TF EFCF B RVF OFDFTBSJBNFOUF EFCFO
ser regeneradas mediante organogénesis indirecta o embriogénesis 
somática indirecta, procesos morfogenéticos que implican altas 
probabilidades de variación genética.
 Sin embargo, el aislamiento y cultivo de protoplastos facilita la 
producción de híbridos somáticos, los cuales pueden resultar de 
la fusión de protoplastos aislados de dos plantas diferentes y el 
posterior desarrollo de esta fusión en forma de una planta híbrida. 
La ventaja de la técnica de hibridación somática es la posibilidad 
de eliminar las barreras taxonómicas que impiden la hibridación 
sexual de plantas sistemáticamente distanciadas, actuando como 
un método de manipulación genética al nivel celular (Aleza et al., 
2016).
 Adicionalmente, los protoplastos favorecen la aplicación de 
técnicas de mejoramiento genético alternativo, tales como la 
inserción de ADN foraneo a través de la membrana celular. Uno de 
estos procedimientos consiste en provocar la formación de poros 
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reversibles en la mebrana celular con la aplicación de shocks 
eléctricos conocido como electroporación. Otra forma es mediante 
el tratamiento con sustancias químicas que permiten un relajamiento 
de la membrana celular para facilitar la introducción de agentes 
externos. Ambas técnicas han sido utilizadas en la producción 
EF QMBOUBT HFOÏUJDBNFOUF NPEJmDBEBT 	;IBP FU BM  (JSJ Z
Praveena, 2015).
.
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9.  SELECCIÓN IN VITRO
 En muchas especies vegetales los procesos de mejoramiento 
HFOÏUJDP TF GVOEBNFOUBO FO MB TFMFDDJØO EF OVFWPT HFOPUJQPT B
QBSUJS EF VOB QPCMBDJØO EF QMBOUBT WBSJBOUFT PSJHJOBEB NFEJBOUF
QSPDFTPT EF QPMJOJ[BDJØO Z GFSUJMJ[BDJØO FOUSF JOEJWJEVPT EF VOB
misma especie o compatibles genéticamente. Otras especies 
vegetales tienen características especiales, como por ejemplo largos 
ciclos para producir semillas, altos niveles de variabilidad genética 
P TFODJMMBNFOUF BVTFODJB EF QSPEVDDJØO EF TFNJMMB WJBCMF RVF
EJmDVMUBMBBQMJDBDJØOEFMBTUÏDOJDBTUSBEJDJPOBMFTEFNFKPSBNJFOUP
y obliga a la búsqueda de métodos no convencionales para generar 
variabilidad genética.
 6OB GVFOUF BMUFSOB EF WBSJBDJØO HFOÏUJDB FT MB EFOPNJOBEB
WBSJBDJØO TPNBDMPOBM MB DVBM DPSSFTQPOEF B MPT DBNCJPT RVF TF
observan en plantas que han sido regeneradas a partir de tejidos 
somáticos cultivados en condiciones in vitro, y que son atribuidas a 
MBJOUFSBDDJØOEFMBTDPOEJDJPOFTBNCJFOUBMFTEFMDVMUJWPJOWJUSPDPO
el genotipo (Bairu et al., 2011).
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9.1  Selección in vitro de variantes somaclonales
 Aunque la aparición de variantes somaclonales es considerada una 
desventaja en la micropropagación comercial debido a la pérdida 
EFmEFMJEBEFOFMQSPDFTPEFOUSPEFMPTQSPDFTPTEFNFKPSBNJFOUP
genético por métodos no convencionales ha sido de gran utilidad 
para la generación de variabilidad genética y posteriores procesos 
de selección.
 La frecuencia de aparición de variantes en plantas cultivadas en 
condiciones in vitro puede cambiar de acuerdo con el explante o 
tejido que se utilice, el genotipo, las condiciones del medio y la vía 
morfogenética que se aplique para la regeneración de las plantas.
 Las variaciones somaclonales pueden ser de dos tipos: epigenéticas 
y genéticas. En las primeras, los cambios que ocurren en el material 
vegetal son el resultado del ajuste morfológico de las células y 
tejidos a las condiciones ambientales del cultivo in vitro sin afectar la 
constitución genética y por tanto la heredabilidad de la característica 
BMUFSBEBFOFTUPTDBTPTMPTDBNCJPTTPOEFQPDBVUJMJEBEEFCJEPB
que una vez cambian las condiciones del cultivo in vitro o cuando 
las plantas son colocadas en condiciones normales de campo, la 
alteración observada desaparece y la condición de la planta regresa 
a su estado original (Us-Camas et al., 2014).
 Las variables somaclonales de tipo genético son aquellas cuyas 
causas se encuentran en cambios en la constitución genética de las 
células que dan origen a las nuevas plantas y en consecuencia los 
NJTNPTTFmKBOFOFMHFOPUJQPZTPOIFSFEBCMFTQPSUBOUPTPOMPT
de mayor interés y aplicabilidad en los procesos de mejoramiento 
genético. Dentro de los cambios que pueden alterar la estructura 
genética original de las células están los cambios en el cariotipo, 
alteraciones de la estructura cromosomal, mutaciones en uno o varios 
nucleótidos de la secuencia de un gen y cambios en los genomas 
satélites de la célula como las mitocondrias y los cloroplastos (Naik 
FUBM#FHIFZOFUBM)BMJNFUBM

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 Selección in vitro permisiva
 La selección de variantes somaclonales por medio de este método 
tiene lugar cuando de los procesos normales de micropropagación 
resultan plantas con alteraciones fácilmente detectables en su fenotipo.
 La ocurrencia de variaciones es un riesgo presente en cualquiera 
EF MPT NÏUPEPT EF NJDSPQSPQBHBDJØO WFHFUBM TJO FNCBSHP MB
micropropagación a partir de organogénesis y embriogénesis 
somática, por la vía indirecta, tienen mayores probabilidades de 
producir variantes somaclonales, debido al uso de reguladores de 
crecimiento que han sido correlacionado con alteraciones en el ADN y 
MBNVMUJQMJDBDJØODFMVMBSBDFMFSBEBRVFMPTDBSBDUFSJ[B	(BPFUBM
Carloni et al., 2017).
 La inducción de formación de callo y la posterior regeneración de 
plantas, al igual que la recuperación de plantas a partir de embriones 
desarrollados del cultivo de masas proembriogénicas, constituyen 
mecanismos que pueden ser utilizados como posibles técnicas 
de generación y selección de plantas variantes. Posteriormente a 
la selección, las plantas recuperadas deben ser evaluadas para 
determinar la presencia de alguna variación y los posibles efectos 
de esta de acuerdo con la condición dominante o recesiva del gen 
que controla una determinada característica (Shen et al., 2007).  
 La principal limitante del método permisivo de selección in vitro es 
que requiere de un largo período para observar la posible variación 
generada, se debe completar todo el proceso antes de realizar 
cualquier evaluación y no se garantiza ningún resultado.
 Selección dirigida
 Por medio de este método de selección in vitro se procede con la inducción 
de tejido de callo o masas proembriogénicas que se utilizan para iniciar 
TVTQFOTJPOFTDFMVMBSFTTPCSFFTUBTTFFKFSDFVOBEFUFSNJOBEBQSFTJØO
mediante el cocultivo con un agente o en presencia de una condición 
FTQFDÓmDB&TUFBHFOUFPDPOEJDJØOQFSNJUJSÈFGFDUVBSVOBTFMFDDJØO
entre aquellas células que tengan la capacidad de adaptarse y proliferar 
FOFMBNCJFOUFNPEJmDBEPZBRVFMMBTRVFOPMPUPMFSBO
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 De acuerdo con el agente de selección que se utilice, la selección 
in vitro puede direccionarse para generar tolerancia o resistencia 
a estreses bióticos o abióticos. Los agentes de selección más 
DPNVOFT TPO BOUJCJØUJDPT BNJOPÈDJEPT QBUPUPYJOBT mMUSBEPT
de agentes infecciosos, herbicidas y condiciones ambientales 
alteradas. Independientemente del tipo de agente, las evaluaciones 
previas para la aplicación del proceso deben permitir determinar las 
dosis o niveles letales medios (LD50
EF MBTDÏMVMBTBTFMFDDJPOBS
una vez determinada, se procede a ejercer la presión sobre la 
población celular por varios ciclos de cultivo, hasta que aquellas 
que sobrevivan desarrollen una curva de crecimiento típica de un 
cultivo en suspensión celular (Salgado, 2011).
 Las células o tejidos adaptados son inducidos a continuar el 
proceso morfogenético de regeneración de plantas. Si la condición 
observada in vitro persiste en las plantas regeneradas, estas son 
seleccionadas para ser micropropagadas o para ser introducidas en 
un programa de mejoramiento genético.
 La ventaja de la selección de variantes somaclonales por el método 
EJSJHJEP FT RVF EFCJEP B MB QSFTJØO QSFWJB BM MMFHBS BM mOBM EFM
proceso ya se tienen plantas que han sido preseleccionadas con 
SFTQFDUPBVOBDBSBDUFSÓTUJDBFTQFDÓmDBTJOFNCBSHPQPSFTUBWÓB
el proceso tiende a ser más demorado y el mayor número de ciclos 
de cultivo en condiciones in vitro tiende a disminuir la capacidad de 
regenerar plantas a partir de los tejidos cultivados.
 Algunas características agronómicas que han sido mejoradas 
mediante la selección de variantes en condiciones in vitro son 
resistencia a antracnosis causada por Botrytis cinerea en uva (Vitis 
vinífera L.) (Jayansakar et al., 2000), resistencia de genotipos de 
trigo a bajas temperaturas (Lazar et al., 1988), tolerancia a estrés 
salino y altos niveles de aluminio en arroz, alfalfa, zanahoria, sorgo, 
tomate y tabaco (Mandal et al., 1999), resistencia a estrés por sequía 
en pastos (Lu et al., 2009).
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